Producción de bacteriocinas por cepas de lactobacillus aisladas de chicha de jora by Quillama Polo, Elena Luzgarda
 UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUÍMICA 
UNIDAD DE POSGRADO 
 
 
Producción de bacteriocinas por cepas de lactobacillus 
aisladas de chicha de jora 
 
TESIS 
Para optar el Grado Académico de Magíster en Microbiología 
 
 
 AUTOR 
Elena Luzgarda Quillama Polo 
 
ASESOR 
Dolores Bazalar de Valdivia 
 
 
Lima – Perú 
1998 
\ 
. \. 
__./'" 
-- - - -UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 
(UNIVERSID¿D DEL PifRU, DECANA DE AJ..fERICA) 
ESCUELA DE POST -GRADO 
FACUL TAO DE FARMACIA Y BIOQUIMICA 
UNIDAD DE POST -GRADO -
PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR CEPAS DE 
LACTOBACILLUS .AISLADAS DE CHICHA DE JORA 
.. ·,· .. ;:"; 
TESIS 
:· . •,:. 
PARA OPTAR AL GRADO ACADEMICO DE MAGISTER EN 
MICROBIOLOGIA 
. . 
ELENA LUZGARDA QUILLAMA.POLO-
LIMA-PERU 
1998 
,, .· 
.; 1,' 
'i . 
. -¡ ... 
;· 
.. 
,. 
' • 
•' 
1 •• 
" 
:• 
... 
.. 
. •. 
PRESIDENTE : 
· ASESORA . 
· MIEMBROS: 
JURADO EXAMINADOR 
R-D-No 114-UPG-FFB-98 
Dr. Gerardo Gamarra Ballena 
Profesor Principal. 
Facultad de Farmacia y Bioqulm.ica. UNMSM 
Director del Instituto de Microbiología 
Dra. Dolores Bazalar de Valdivia 
Profesora Principal. 
Facultad de ｆ｡ｲｭｾ｣ｩ｡＠ y Bioqulmica. ·uNMSM 
Coordinadora de la Maestrfa de Microbiologfa 
Dra. Luisa Negrón Ballarte 
Profesora Principal. 
Facultad de Farmacia y Bioqulmica. UNMSM 
. . 
Unidad de Post-Grado 
Dra. Augusta Córdova Rivera 
Profesora Principal. 
Facultad de Farmacia y Bioqurm¡ca. UNM,M 
Unidad de Post-Grado · · 
Mg. Pablo Bonilla Rivera 
Profesor Principal. . 
Facultad de Farmacia y Bioquímica. UNMSM 
Unidad de Post-Grado 
A mi querido padre 
Juan Crisóstomo 
Quillama Malina por su 
comprensión, ejemplo 
de trabajo y amor 
paternal. 
A las comunidades ·de Chalhuanca 
(Apurimac) e lllimo y Mórrope 
(Lambayeque) por el apoyo que me 
brindaron y por preservar la 
tecnología nativa de la elaboración 
de la Chicha de Jora, en cuya 
fuente se encuentra el mundo 
misterioso de los microorganismos 
silve$tres. 
DEDICATORIA 
A ｭｾｳ＠ hermanos Hugo, América, 
J. Guillermo, Etras y Rosa por el 
cariño y afecto que me brindan y 
ern especi<ill a mi sobrinita Angela 
M iluska pon su ｮｯ｢ｬ･ｾ｡＠ y amor 
' ' 
incondicional. 
Al Bqco. Sergio Pasteris y a la Dra. Marta Elena Farias por su amistad e invalorable 
apoyo cientrfico durante mi estadía en el Centro de Referencia para Lactobacilos 
(CERELA). 
Mi profunda gratitud a los biólogos Ramsés Salas, Enrique Escobar y Vania Mallqui por 
sus aportes científicos y apoyo profesional en la purificación de la bacteriocina. 
A mis ｡ｬｵｭｮｯｾ＠ Wilber Pineda, José Rivera, Elizabeth ｓ｡ｲｭｩ･ｾｴｯＬ＠ zu¡eyka Vicente y Erika 
Limas por su participación y apoyo incondicio.nal durante el desarrollo de la parte 
experimental del proyecto. 
A mi colega Ruth Garcla por su confianza y en especial por su amistad y apoyo 
profesional. 
A la Facultad de Ciencias Biológicas de la UNMSM, por las facilidades brindadas. 
Mi agradecimiento a todos los profesionales que trabajan en la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la UNMSM por su paciente colaboración y amistad. 
Al Consejo Superior de Investigaciones (C.S.I.) de la Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos y al Consejo Nacional de Ciencia y Teqnologra (CONCYTEC) por el 
financiamiento brindado. 
AGRADECIMIENTOS 
Mi profunda gratitud a la Dra. Dolores Bazalar de Valdivia, por su 
asesoramiento, estímulo y orientación oportuna. 
A la Dra. Marra Cristina Manca de Nadra, mi reconocimiento y 
eterna gratitud por contribuir con mi formación cientffica y humana 
y por su permanente gura desde CERELA (Tucumán- Argentina). 
Mi agradecimiento a la Dra. Juana Marra Coha ｇｯｮｺ￡ｬｾｳＮ＠ por su 
permanente estfmu!o, valiosas sugerencias y constante apoyo. 
Resumen 
1. Introducción 
CONTENIDO 
1 
3 
2. ｇ･ｮ･ｲ｡ｬｩ､｡､･ｾ＠ s?bre bacterias lácticas productoras de $UStancias _antimicrobianas 5 
2.1 . Bacterias ｬｾ｣ｴｩ｣｡ｳ Ｚ＠ Habitat. Caracterfsticas morfológicas 5 
2.2. Clasiñcabión de bacterias lácticas en base a las rutas metabólicas 5 
2.3. Producción de sustancias inhibitorias por bacterias lácticas 6 
2.4. Bacteriq(;inas 6 
2.4.1. :clasificación de bacteriocinas 6 
2.4.2. ériricipaJes bacteriocinas sintetizadas por bacterias lácticas 7 
' ' 
2.4.3. !Espectro de inhibición 7 
2.4.4. :8ropiedades bioqufmica$ 9 
2.4.5. Ｚ ｾ･｣｡ｮｩｳｭｯｳ＠ de acción 11 
.2.4.6. :Aspectos .g,enéticos en Ｑｾ＠ producción de bacteriocinas 12 
2.5. Estudios históricos de las sustancias inhibitorias producidas por bacterias 
tácticas · 14 
3. Materiales y Métodos 20 
3.1. Material' Bioló,gico: Cepas bacterianas 20 
3.2. Condiciones de Cultivo 20 
3.3. Caracterización de las st,Jstancias antimicrobianas producidas por cepas 
de Lactobacillus 21 
3.3.1, Efectos de la tripsina, pepsina, catatasa y neutralización con 
hidróxido de sodio 21 
1 
3.3.2. Sensibilidad a diferentes: ｴ･ｭｰ･ｲｦＺｬｴｕｲ＿ｾＮｳＬ＠ pH y solventes orgánicos 21 
3.4. Purificación parcial de la bacteriocina producida por la cepa Lactobacillus 
plantarum 5N 22 
3.4.1 . Precipitación con sulfato de amonio 23 
3.4.2. Concentración por liofilización 23 
3.4.3. Estimación de la concentración de protefnas y determinación de 
la actividad inhibitoria 23 
3.4.4 Cromatograna en gel de filtración 24 
3.4.5. Caracterización de la bacteriocina producida por Lactobacl/lus 
plantarum 5N por electroforesis en gel de poliacrilamida 
conteniendo dodecil sulfato de sodio 24 
4. Resultados 26 
4.1. Caracterización de las sustancias antimicrobianas producidas por 
cepas silvestres de Lactobacil/us aisladas de chicha de jora 26 
4.2. Sensibilidad a diferentes temperaturas y pH d'e las sustancias 
antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobaci//us 26 
4.3. Determinación de la actividad inhibitoria de las bacteriocinas 
sintetizadas por cepas de Lactobacillus 26 
4.4. Caracterización de la bacteriocina producida por la cepa 
seleccionada Lactobacillus plantarum 5N 27 
4.4.1 Determinación de la máxima producción de la sustancia 
antimicrobiana: 27 
4.4.2. Determinación de la concentración de protefnas de la 
sustancia antimicrobiana producida por Lactobacillus 
plantarom 5N 27 
4.4.3. Actividad inhibitoria del sobrenadante concentrado por 
liofilización (fracción 2) . 28 
4.4.4. Sensibilidad de la sustancia antimicrobiana producida por 
Lactobacil/us plantarum 5N a diferentes temperaturas, pH y 
solventes orgánicos 28 
4.4.5. Estimación del peso molecular por electroforesis 28 
. 
5. Discusión 29 
6. Conclusiones 31 
7. Recomendaciones 32 
8. Referencias Bibliográficas 33 
9. Anexos 43 
RESUMEN 
Para .detenninar la capacidad de producción de bacteriocinas por cepas de 
Lactobacillus aisladas de Chicha de. Jora, los sobrenadantes de los cultivos. activos 
fueron ｴｲ｡ｴ｡､ｯｾ＠ independientemente con hidróxido de sodio 2 N, catalasa 1 mg/ml, 
. . 
1 pepsina 2 mg/ml ,Y tripsira 2 mg/ml. Asimismo fueron tratados con solventes orgánicos y 
. 1 1, 1 
sometidos a ､ｩｦ･ｾ･ｭｴ･ｳ＠ temperaturas y pH por 60 minutos. 
La ｳ･ｰ｡ｾ｡｣ￍ￳ｮ＠ de la bacteriocina sintetizada por ｌ｡｣ｴｯ｢｡｣ＯＱＱｾ＠ plantarum 5N, se 
realizó por los ·.ihétodos ｾ･＠ precipitación con sulfato de amonio al 60% de saturación y por 
ｾ＠ ! : 1 ' 1 ' 
concentrado pqr: Ａｩ｣＿ｦｩｬｩｺ｡ｾｩ￳ｮＮ＠ El prodqcto activo obtenido, fue purificado por cromatograffa 
' " 1· 
en gel de filtraqiqn. ｓｾｰ￱｡､･ｸ＠ G-1 OO. y el peso molecular fue estirradp por electroforesis 
• ; 1' 1 
en gel de poliacrila,mida !ponteniendo dodecil sulfato de sodio. (SDS-PAGE). 
La actividad inhif?itoria tanto de las cepas parcialmente caracterizadas como de la 
cepa ｳ･ｩｾｑｑ｟ｩｱｮ｡ｱｾ＠ i.:.(lefobacillw¡_ Ri.élfJ.fafl!m 5N, se realizó en lo_s medios Man Rogosa 
Sharpe, Luria y . Caldo Cerebro Corazón agarizados al 1.5%, a pH 6.5 y pH 7 .. 0 
respectivamente, utilizando cepas indicadoras Gram positivas 'y Gram negativas. 
De 14 cepas productoras de sustancias inhibitorias, 9 cepas de Lactobacillus 
fueron bacteriocinogénicas, de las cuales 3 mostraron una notable sensibilidad frente a ta 
tripsina y pepsina, y mayor estabilidad a 100°C poF una hora a pH ｾＮＰＬ＠ 7.0 y 10.0. La 
sustancia antimicrobiana producida por Lactobacillus plantarum 5N, resultó además ser 
estable frente a etanoi al25% y a cloroformo al10 y 20% respectivamente . 
.. 
De esta forma, se 'logró detectar por primera vez, cepas nativas de Lactobacil/us 
productoras de bacteriocinas a partir de chicha de jora, siendo la mejor cepa 
Lactobacillus plantarum 5N por revelar una sustancia de naturaleza proteica de 
aproximadamente 6.2 kDa e inhibir tanto a bacterias taxonómicarnente afines y bacterias 
patógenas contaminantes de alimentos Gram positivas. 
1 
SUMMARY 
llil 9rder.to determínate the bacteriocins production ability of Lactobacillus strains 
: ' . 
isolated ｦｲｯｾ＠ Chicha de Jora, the active culture supernatans were treated independently 
with NaOH 2 N, 1 mQ!ml catalase, 2 mgf.ml pepsin and 2 mg/ml trypsin. Also they were 
treated with organic ｳｾｬｶ･ｮｴｳ＠ and were submited to different temperatures and pH for 60 
minutes. 
The separation of the sinthetized pacteriocin from Lactobacillus plantarum 5N, 
,. 
was realized 1bY. ｰｲ･｣ｩｰｩｴｾｴｩｯｮ＠ method with animonium sulfate at ·60% of saturation and by 
concentrate :tl>Y iyofhiliZ¿fion. 
' : ·¡ ' . :· 
The obtained ·active product ｷ｡ｾ＠ purified by Sephadex G-100 filtration gel 
｣ｨｲｯｭ｡ｴｯｧｲ｡ｾｹ＠ ahd ｴｾｾ＠ ｭｯｬｾ｣ｬｩｬ｡ｲ＠ ｷ･ｩｦｩｾｴ Ｚ＠ was estimated by sodium dodecyl sulphate 
poliacrylamide .gel ･ｬｾｴｲｯｦｯｲ･ｳｩｳ＠ (SDS-PAGE). 
. ; . ¡:· . 
Thé inhibito'ry · ·activity sq much (:>f strains partially characterized as of strain 
1' ' 
. . . 
selected LactobaciiiU$ ·'plantarum 5N, was realized in the mediums Man Rogosa Sharpe, 
Luria and Brain-Heart broth agarized at 1.5%, to pH 6.5 and 7.0 respectively, using Gram-
positive and Gram-'negative strains as indicators. 
From 14 strains producer of ｩｮｨｩ｢ｾｯｲｹ＠ substances, 9 Lactobacillus strains were 
bacteriocinogenic, of those which 3 showeo a remarkable sensibility to trypsin and pepsin, 
and majar stability at 100°C for 1 hour· to pH 3.0, 7.0 and 10.0. The antimicrobial 
substance produced by Lactobacillus plantarum 5N, also resulted be stable in front of 
ethanol at 25% and chloroform at 10-20% respectively. 
In this way, it was achieved to detect for the first time, native strains of 
Lactobacil/us producers of bacteriocins, isolated from chicha de jora, being the best 
strain Lactobacil/us plantarum 5N by revealing a nature substance proteic of 
approximately 6.2 kDa and to inhibit so much to bacteria taxonomically related and 
bacteria pathogenic food pollutans positive Gram. 
2 
1. INTRODUCCION 
La Chicha de Jora, es una bebida autóctona del Perú y se remonta a la época pre-
hispánica. Los antiguos peruanos sin saber el rol que desempeñaban los 
microorganismos en las fermentaciones naturales, · han transmitido de generación en 
generación, la técnica de su elaboración. Esta bebida es preparada y consumida en la 
actualidad por la mayorfa de los pobladores de las zonas costeras y andinas del Perú. 
La chicha de jora se obtiene por fermentación natural, para su elaboración se utiliza 
el mosto de marz germinado, este sustrato, constituye un nicho ecológico especial y 
reúne condiciones únicas tanto para el crecimiento de las levaduras, asr como para el 
desarrollo de las bacterias tácticas silvestres de rol metabólico y trófico aún no revelados. 
La mayorfa de los estudios en relación a flora microbiana de la chicha de jora, han 
sido orientados a la búsqueda de levaduras como responsables de la fermentación 
alcohólica y muy poco se ha investigado sobre la taxonomfa, fisiologfa y capacidao de 
interacción de las bacterias fácticas silvestres de la chicha de jora con otros 
microorganismos que comparten el mismo nicho ecológico. 
En bebidas similares de otros pafses, se ha reportado que varias especies de 
levaduras y bacterias tácticas benéficas contribuyen a la calidad final de las bebidas. Las 
levaduras se encargan de la fermentación alcohólica y las bacterias tácticas de la 
fermentación maloláctica, asf como también de los aromas y sabores caracterfsticos que 
le otorgan a los alimentos y bebidas fermentadas y de la preservación de los mismos, por 
la capacidad que tienen de producir sustancias antimicrobianas como los ácidos 
orgánicos (ácido láctico, ácido acético, etc.), peróxido de hidrógeno y bacteriocinas. 
La importancia del estudio de las cepas de Lactobacillus sintetizadoras de 
sustancias antimicrobianas principalmente bacteriocinas, radica en confrontar el principio 
activo de las cepas silvestres provenientes de bebidas fermentadas como la chicha de 
. . 
3 · 
jora, con otras cepas indicadoras emparentadas, eventualmente susceptibles y advertir el 
efecto inhibitorio o letal por la disminución o falta de crecimiento de la cepa blanco. 
El hallazgo y la selección de cepas nativas de Lactobacillus productoras de. 
bactériocinas es prometedor, debido a que éstas pueden ser utilizadas como aditivo 
natural durante el procesamiento y almacenamiento de. alimentos y bebidas fermentadas 
de interés en la industria alimentaria. 
En base a estas consideraciones y con el fin de establecer criterios básicos en la 
búsqueda de nuevas cepas nativas de bacterias fácticas asociadas a fermentaciones 
naturales con potencialidades de producir sustancias biológicamente activas, sé ha 
propuesto los siguientes objetivos: 
Identificar y caracterizar la naturaleza de las sustancic;ts inhibitorias producidas por 
cepas ､ｾ＠ Lactobacillus aisladas de chicha de jora. 
Seleccionar las mejores cepas nativas de Lactobaci/lus ｰｲｯ､ｾ｣ｴｯｲ｡ｳ＠ de 
1 
｢｡｣ｴ･ｲｩｯ｣ｩｮｾｳ＠ con propiedades antimicrobianas de ampli<? ･ｾｰ･｣ｴｲｯＮ＠
Evaluar la actividad inhibitoria de la bacteriocina parcialmente purificada sintetizada 
por la ｣ｾｰ｡＠ seleccionada de Lactobaci//us contra cepas sensibles taxonómicamente 
afines y patógenas contaminantes de alimentos. 
4 
2. GENERALIDADES 
2.1. Bacterias lácticas 
. . 
Las bacterias lácticas son microorganismos muy ｶ･ｲｳｾｴｩｬ･ｳＬ＠ se hallan ampliamente 
distribuidos er:J la naturaleza y han sido aisladas a partir de fermentaciones espontáneas 
de una ｶ｡ｲｩ･ｾ｡､＠ de alimentos y bebidas alcohólicas como vinos, sidras, productos 
lácteos, frutas y jugos de frutas, encurtidos, ensilados, aceitunas verdes, productos. 
cámicos y ｭｾｲｩｮｯｳＬ＠ granos de cereal y otros (Sneath, P. H. A. y coL, 1'986). Estos 
organismos son capaces de crecer bajo diferentes condiciones ambientc;tles y juegan un 
rol importante: en muchas fermentaciones de productos alimentarios de consumo y como 
probióticos pa:ra humanos y animales ＨｂｯｴｴｾｩＮ＠ V.1988). 
Las bacterias tácticas están constituidas por los géneros Lactobacillus, 
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, y recientemente por Camobacterium. Se 
caracterizan por ser bacilos o cocos Gram positivos, no ｦｱｲｭｾｱｯｲ･ｳ＠ de ･ｳＮｰｯｲｾｳＬ＠ no 
móviles, catalasa negativos, microaerófilos, 'crecen óptimamente a 30°· e y son exigentes 
en sus requerimientos nutricíonales (Sneath, P.H.A. y col., 1986). 
2.2. Clasificación de las bacterias lácticas en base a las rutas metabólicas 
Dependiendo de la ruta de fermentación de las hexosas, las bacterias tácticas están 
divididas en dos grupos fisiológicos: homofermentativas y heterofermentativas. Las 
homofermentativas degradan las hexosas vía glicólisis, ｰｲｯ､ｵ｣ｩｾｮ､ｯ＠ ácido .láctico como 
producto principal, mientras que ｬｾｳ＠ heterofermentativas utilizan la vfa de las pentosas 
. fosfato para dar ácido láctico, ácido acético, C02 y/o etanol (Sneath, P. H. A. y col. , 1986; 
Me Donald, L. C. y col., 1987; Zuñiga, M. y col., 1993). 
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2.3. Producción de sus1ancias inhibitorias por bacterias lácticas 
Las bacterias tácticas producen una serie de sustancias antimicrobianas 
responsables de la estabilidad de los alimentos fermentados. La capacidad de las 
bacterias tácticas para producir ácidos orgánicos, con el consiguiente descenso de pH, es 
el principal factor de inhibición en los productos feilllentados. Otros productos del · 
metabolismo de bacterias lácticas, como el peróxido de hidrógeno, el diacetilo · y . la 
reuterina, pueden contribuir de forma general a la conservación de estos productos 
(Requena, T. y Peláez,. C. 1 995). Además las bacterias tácticas pueden producir 
sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica conocidas como bacteriocinas (Tagg, 
J. R. y col., 1976; Hanlin, M. B. y col., 1993; Jack, R.W., 1995). 
2.4. Bacteriocinas 
Las bacteriocinas son moléculas activas de naturaleza proteica, en algunos casos 
son compuestos heterogéneos,, incluyen . lrpidos, carbohidratos o combinaciones de 
protefnas. Estas sustancias son producidas por un amplio rango de bacterias tácticas con 
un modo de acción bactericida contra un limitado rango de organismos taxonómicamente 
afines. La biosíntesis oc.urre durante o al final de la fase exponencial de crecimiento y son 
productos de excreción celular. Los principales criterios utilizados para definir 
bacteriocinas son: espectro pequef'ío de actividad, modo de acción bactericida y 
naturaleza proteica (Kiaenhammer, T. R. , 1988; Canninati, D. y col. , 1989; Samellis, J. y 
col., 1994; Piard, J.C. y Desmazeaud, M.J.,1992; Wang, J.K., 1993). 
2.4.1. Clasificación de bacteriocinas 
La mayorra de bacteriocinas producidas por bacterias tácticas están clasificadas 
en 4 grupos basados en las caracterfsticas genéticas y bioqufmicas. 
6 
l. Lantibióticos, péptidos pequeños, actúan a nivel de membrana (< 5 KDa), contiene 
aminoácidos inusuales como lanthionina, p-metil lanthionina y residuos 
deshidratados. Ejemplo: Nísina, Lactacin 481, Carnocin V149 y Lactacin 5. 
11. Péptidos activos de membrana, estables al calor, carecen de lanthionina ( < 1 O KDa), 
ejemplo Pediocin PA-1, Lactococcin A, B, M; Leucocin A, Sakacin A, Curvacin A · 
111. Protefnas lábiles al calor(> 30 KDa), ejemplo Helvetecin G, Acidophilucin A, lactocins 
Ay B. 
IV. Bacteriocinas complejas, compuesto de protefnas, más uno o más residuos qufrilicos 
(lípidos, carbohidratos) ejemplo: Plantaricin S, Leucocin S, Lactocin 27 
(Kiaenhammer, T.R.,1993; Hola, H., 1995; Axelsson, L. y Holck, A, 1995). 
2.4.2. Principales bacteriocinas sintetizadas por bacterias lácticas 
En las tablas 1, 2, 3 y 4 se muestra un resumen de las principales bacteriocinas 
caracterizadas, ｰｲｯ｣ｾ､･ｮｴ･ｳ＠ de bacterias fácticas. 
2.4.3. Espectro de inhibición 
La mayorfa de las bacteriocinas producidas por bacterias fácticas son activas 
únicamente frente a especies bacterianas relacionadas taxonómicamente. La nisina por 
ejemplo, es una bacteriocina ·producida por algunas cepas de Lactococcus lactis ssp. 
lactis, y presenta un amplio espectro de inhibición (Íabla 1 ), además es activa frente a un 
extenso rango de microorganismos Gram positivos, que incluye Streptococcus, 
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Staphylococcus,. 
Micrococcus y Listeria (Carminati, D. y col., 1989), también inhiben el desarrollo de 
esporas de Clostridium y Bacil/us (Scott, V.N. y Taylor, S.L., 1981 ). La nisina es la 
Bacteriocina de bacterias fácticas mejor caracterizada, y hasta el momento la única que 
se comercializa para su uso como aditivo alimentario (Delves-Broughton, J., 1990; 
Stoffels, G. , 1992; Vaughan, E.E., 1994). 
· ... ,., 
7 
La Jacticina 481, Janti6iÓtic6 producido pot L. lactis ssp. ｬ｡｣ｴｩｾ＠ CNRZ 481 (Tabla 
1 ), inhibe a C/. tyrobutyricum, además es activa frente a muchas ･ｾｰ･｣ｩ･ｳ＠ de bacterias 
lácticas (Piard, J. C. y col., 1 992). . ..... 
' 
· Las pediocinas, bacteriocinas producidas por cepas de ｾ＠ ｡｣ｩ､ｩｬ［Ｚｾ｣ｴｬ｣ｩ＠ y P. 
j 
pentosaceus, también se caracterizan por tener un amplio espeptro de acción. La 
¡ 
pediocina PA-1 (= AcH) es activa frente a microorganismos ｇｲｾｭ＠ positivos como 
1 
lactobacilos, leuconostoc, enterococos, pediococos, propionibacterirs, .Bacillus spp., 
1 
Brochotrix, Clostridium y Listeria spp. (Bhunia, A. K. y col., 1988; i Strasser de Saad, 
A.M. y Manca de Nadra, M.C. 1993; strasser de ｾ｡｡､Ｌ＠ A.M. y col., ¡ 1995; Piva, AF. y 
Headon, D. R., 1994). Entre los microorganismos patógenos, destaca la inhibición frente a 
' 
L. monocytogenes, _B. cere'!5, Cl. perfringens, y ｾＭ aureus (Pucci •. M.J. y col., 1988). 
1 
Asimismo, inhibe la germinación y desarrollo de esporas de Cl. laramie, Cl. botulinum E 
y B. stearothennophilus (Kalbhayanand, N. y col., 1 989). 
:· 1 
Se ha descrito también la inhibición, frente a L monocytogenes, con leucocina A, 
- 1 ' + -
leucocina S, mesenterociha Y105 (Héchard, Y. y col., 1992), sakacinas A y P (Schillinger, 
U. y col., 1991) y curvacina A (Tichaczek , P.S. y col., 1 992). 
La susceptibilidad de las bacterias Gram negativas a las bacteriocinas producidas 
por las. bacterias lácticas es mucho más limitada. ｏｾ＠ acuerdo con Klaenhammer (1988), 
en los casos descritos de actividad frente a bacterias Gram negativas se requiere una 
purificación de la bacteriocina. Se ha descrito que la nisina y la pediocina PA-1 (= AcH) 
presentan actividad inhibitoria frente a microorganismos como Pseudomonas, 
Escherichia, Salmonella, Yersinia y Aeromonas, pero el efecto no se observa a menos 
que se altere el componente lipopolisacárido de la membrana externa de estos 
microorganismos (Bhunia , A. K. y col., 1991; Spelhaug, S. R. y Herlander, S. K., 1989; 
Gonzales, S. N. y col., 1996). 
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Las bacteriocinas que poseen un amplio espectro de inhipición, presentan un 
importante valor como aditivos alimentarios al ser activas frente a microorganismos que 
alteran la calidad ､ｾ＠ los alimentos y/o patógenos presentes. .Además, la acción 
combinada de dos o Ímás bacteriocinas puede reforzar consider*blemente su acción 
1 
ｩｮｨｩ｢ｩｴｾｲｩ｡ Ｎ＠ Hanlin, ｍ Ｎ ｾＮ＠ y col. (1993) observaron que la viabilidad ､ｾ＠ cepas de bacterias 
1 ' ' 1 . 1 
1 . ' 1 
.· 1 ' 
lácticas, L monocyt,ogenes y Clostridium spp. disminura al • aliadir combinadas 
' 1 1 • ' 
pedioqinas: AcH y nisin¡:¡, en comparación a la adición de cada una d:e ellas por separado. 
. i 
Por ｯｾｲｯ＠ lado, la utiliia0ión de bacterias lácticas productoras de ｾ｡｣ｴ･ｲｩｯ｣ｩｮ｡ｳ＠ activas 
1. 1 1 1 
' 1 
1 1 
frente :a microorganisrhos del mismo grupo, favorecerra el desarrollo de estas cepas 
aliadidas en los cultivos iniciadores en competición con la flora láctica presente 
' (Daes0hel, M.A., ＱＹＸＹ［ Ｚ ｾ￩ｯｨ｡ｲ､Ｌ＠ Y. y col., 1992). 
1 
1 : 
2A.4. Pro'piedades bloqulmicas 
. . 1 • 
1 
Las. baoteriocinas de bacterias lácticas presentan una serie de propiedades 
bioqurmicas comunes. : éomo son sensibilidad a la acción de enzimas proteoHtioas y 
tolerancia a elevadas temperaturas y a bajo pH. 
Debido a ｾｵ＠ naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se :inactivan por una o 
más enzimas proteolíticas, incluyendo aquellas de origen pancreático (tripsina y a-
quimotripsina) y algunas de origen gástrico, como la pepsina (Tablas 1, 2, 3 y 4). Esta 
caracterfstica es muy interesante con respecto a la utilización de bacteriocinas en 
productos alimentarios, puesto que serían inactivadas durante su paso por el tracto 
gastrointestinal, sin ser absorbidas como compuestos activos y sin causar, por tanto, los 
riesgos relacionados con el uso de antibióticos (Lioyd, A.G. y Drake, J. P., 1975). 
La nisina, además de ser inactivada por a-quimotripsina y la pancreatina puede 
ser inactivada por determinadas enzimas especfficas o nisinasas producidas por algunas 
cepas de L brevis. 
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Se han descrito otras bacteriocinas sensibles a enzimas no proteoHticas, como la 
. plantaricina B que se inactiva por una lipasa y por una a..-amilasa, l.a plantaricina S que se 
inactiva por enzimas glicolfticas, lipolfticas y fosfolipolrticas (Jiménez-Dfaz, R. y col., 1990) 
y la leuconocina S que se inactiva por una ami lasa (Lewus, C.B. y col., 1 992). Estas 
observaciones indican que la zona activa de estas bacteriocinas presenta una 
composición heterogénea (Kiaenhammer, T. R., 1993). 
La termotolerancia de las bacteriocinas de bacterias tácticas es generalmente 
1 
' 
elevada, aunque puede reducirse significativamente después de su purificación. Esta 
1 
característica de termorresistencia parece estar relacionada con s'u estructura molecular, 
1 
1 
normalmente compuesta por péptidos pequef'los que no ｰｲ･ｳ･ｮｴｾｮ Ｎ＠ estructura terciaria. 
Por otro lado, algunas bacteriocinas son termolábiles, poseen ｭｾｹｯｲ＠ peso molecular y 
probablemente una estructura molecular más compleja. Dentro de este grupo están las 
bacteriocinas pertenecientes a la clase 111 definida por Klaenhammer, T. R. (1993), que 
incluye helveticina J y V-1829, acidofilucina A, caseicina 80 y lactacinas A y B, cuyas 
características de termosensibilidad se resumen en la tabla 2. La termoresistencia 
generalizada de las bacteriocinas permite que permanezcar activas después de 
tratamientos térmicos equivalentes a la pasteurización de la leche (63°C, 30 min; 72°C, 15 
s), lo que supondrra una ventaja adicional para su utilización en productos pasteurizados 
(Piard, J.C. y Desmazeaud, M. J., 1992; Holzapfel, W.H. y col., 1995). 
Las bacteriocinas de bacterias tácticas son generalmente· estables a pH ácido o 
neutro (Piard, J.C. y Desmazeaud, M.J., 1992). La máxima solubilidad y estabilidad de la 
nisina es a pH 2, disminuyendo estas propiedades conforme aumenta el pH (Hurst, A, 
1981). Las lactoestreptocinas también son estables a pH entre 5.6 y 5.0, y se inactivan 
reversiblemente a pH igual o mayor a 6.0. La estabilidad a pH ácido o neutro de las 
bacteriocinas indica una adaptación al entorno natural de las bacterias que las producen 
(Piard, J.C. y Desmazeaud, M.J., 1992; Jay, J. M., 1982). 
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2.4.5. Mecanismo de acción 
La formación de poros en la membrana citoplasmática de células sensibles parece 
ser un mecanismo de acción común presentado por las bacteriocinas producidas por 
bacterias tácticas (Kiaenhammer, T. R., 1993). La nisina y algunos péptidos de la clase 11, 
como lactococinas A, 8 y G, lactacina F y pediocina ｐａｾＱＬ＠ actúan destruyendo la 
integridad de la membrana citoplasmática mediante la formación de poros o canales. 
Parece ser que la estructura secundaria de estas bacteriocinas juega un papel importante 
en su actividad. La estructura de estos péptidos, a-hélice o (3-laminar, formarfa dos caras, 
una hidrofflica y otra hidrofóbica, descrita para las lactococinas A y 8, lactococina G y 
sakacina A (Holck, A y col., 1992). Esta estructura explicarfa la formación de poros a 
partir de un mecanismo descrito por Ojcius, D.M. y Young, J.D.E. (1991). Según este 
mecanismo, la naturaleza anfótera de la molécula permitirfa la formación de oligómeros 
que atravesarfan la membrana formando poros, en los que el lado apolar de la molécula 
se situarfa próxima a los lfpidos de la membrana, y el lado polar rnirarra al centro del poro. 
Como consecuencia se observa, en general, una pérdida de iones K+, ATP y en algunos 
casos, aminoácidos y moléculas pequet"las. La pérdida de estas sustancias origina a su 
vez una pérdida del potencial de membrana, consumo de las reservas energéticas 
celulares, descenso en la sfntesis de ADN, ARN y· protefnas, originando finalmente la 
muerte celular (Bruno, M.E.C. y Montville, T.J., 1993). La homologfa en la secuencia de 
aminoácidos de la región N-terminal de la pediocina PA-1, estudiada por Nieto-Lozano, 
J.C. y col. (1992), y la de leucocina A y curvacina A y sakacina P (Tichaczek, P.S. y col., 
1994), sugiere, según Nieto-Lozano, J.C. y col. (1992), que esta zona es la responsable 
directa de la actividad de estas bacteriocinas o está, al menos, implicada en la 
especificidad bacteriocina-célula sensible. 
Por otro lado, mientras que muchas bacteriocinas parecen presentar regiones 
anfóteras que contribuyen a la formación de ppros, la especificidad en el espectro de 
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ación de estos compuestos puede estar regida por la presencia de zonas variables en las 
bacteriocinas (Ojcius, D.M. y Young, J. D. E., 1991). Las lactococinas A y B forman poros 
en protoplastos de las células sensibles, pero no en liposomas derivados de fosfolfpídos 
de estas células, lo cual parece indicar la necesidad de receptores especfficos de 
naturaleza protéica asociados en la membrana ｣ｩｴｯｬｰｬ｡ｳｭｾｴｩ｣｡ Ｎ＠ Sin embargo, la adsorción 
de nisina y pediocina AcH a la membrana celular, no parece estar mediada por receptores 
proteicos de la bacteriocina, sino por constituyentes aniónicos de la pared celular de 
microorganismos Gram positivos, como son los ácidos teicoico, teicurónico y lipoteicoico 
(Bhunia, A. K. y col., 1991 ), polisacáridos acfdicos o fosfolfpidos. La actividad inhibitoria de 
ñisina y pediocina AcH (= PA-1) descrita en bacterias Gram negativas que han sufrido un 
choque subletal que altera la membrana por ejemplo, choque osmótico, tratamiento con 
EDTA, etc., podrfa ser debido al parcial deterioro causado en la estructura de 
lipolisacárido de la pared celular de estas bacterias, que actúa de barrera para la entrada 
de ｰ･ｱｾ･￱｡ｳ＠ moléculas hidrofóbicas (Ray, B., 1994). 
2.4.6. Aspectos genéticos en la producción de bacteriocinas 
En general, los !enotipos producción de bacteriocina (Bao) e inmunidad a la 
bacteriocina producida (lnm) están ligados genéticamente. El fenotipo lnm+ es una 
caracterfstica especffica al tipo de bacteriocina producida y debe considerarse diferente 
del fenotipo mostrado por la resistencia natural de una cepa o especie a una bacteriocina 
(Kiaenhammer, T. R., 1993; Bhunia, A. K., 1991; Fremaux, C. H. y Cenatiempo, Y., 1995). 
Ambos fenotipo, Bac+ e lnm+, muestran una alta frecuencia de pérdida espontánea 
o por acción de agentes curantes de plásmidos. Este fenómeno sugiere una localización 
plasmfdica de los caracteres responsables de la producción de bacteriocinas, que se ha 
demostrado de forma general para lactococos, leuconostocs y pediococos. 
En la Tabla 5 se muestra la secuencia de aminoácidos de la región N-terminal de 
diferentes precursores de bacteriocinas. Todas ellas muestran en común una zona de 
1 2 
procesado de la prebacteriocina situado detrás de dos residuos de glicina en la molécula . 
precursora. Este hecho parece· indicar, que existe un mecanismo común de maduración 
de bacteriocinas hidrofóbicas y de bajo peso molecular en bacterias lácticas. 
Se ha descrito para la lactococina A, pediocina PA-1 y, probablemente, 
lactococinas 8 y M la presencia de dos genes, además del gen estructural y de 
inmunidad, necesarios para la producción de bacteriocina activa. La estructura de las 
protefnas deducidas de la secuencia nucleotfdica de estos genes muestra una alta 
homolog.fa con la de protefnas implicadas en · la secreción, independiente de secuencia 
señal, de determinadas protefnas producidas por bacterias Gram negativas. De acuerdo 
con los resultados experimentales observados para la caracterización de la lactococina A, 
Kok, J. y col. (1993) proponen el siguiente modelo de producción y secreción de este tipo 
de baoteriocinas: la bacteriocina se produce como un precursor a partir del cual se liQera 
la región N-terminal en algún estadio durante la secreción del péptido al exterior. Esta 
secreción requiere al menos dos protefnas, una proter"na translocadora de mer:nbrana, 
ATP-dependiente, que proporcionarfa la energra necesaria para la secreción y 
maduración, y otra protefna que estarra anclada en la membrana relacionada con el 
sistema de transporte para secreción de protefnas (Muriana, P. M. y Klaenhammer, T. R., 
1991 ; Nettles, C.G. y Barefoot, S.F., 1993). 
En otras bacteriocinas, como la lactococina G y la lactocina F, se ha descrito la 
presencia de dos genes estructurales que codifican para dos péptidos, cuya acción 
complementaria es necesaria para su actividad inhibitoria (Kiaenhammer, T.R., 1993; 
Gonzales, S. N. y Kunka, B. S., 1987; Leer, R. y col. , 1995). . 
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2.5.Estudios históricos de las sustancias inhibitorias producidas por 
bacterias tácticas 
En 1925 A. Gratia, descubrió por primera vez que una cepa de E. coli V producra una 
sustanciá capaz de inhibir muy enérgicamente el cultivo de otra cepa de E coli (J. Los 
estudios para caracterizar dicha sustancia lo condujeron a afirmar que se trataba de un 
agregado molecular que podfa atravesar los filtros, que era incapaz de regenerarse y que 
no era afectada por una variedad de agentes ffsicos y qufmicos. Siete anos más tarde 
continuó el estudio del antagonismo bacteriano y puso en claro procedimientos para aislar 
cepas inhibidoras, susceptibles y resistentes, purificar el principio activo, inducir su 
producción, detectar las variaciones del poder inhibidor, etc. 
Un colaborador suyo, P. Fredericq retomó el tema con el objeto de establecer si se 
trataba de un caso particular, o si por el contrario el antagonismo estaba presente en 
otras especies-bacterianas, logrando demostrar que la habilidad para producir sustancias · 
inhibidoras, era una propiedad de muchas cepas bacterianas tanto Gram negativas como 
'Gram positivas (Garcfa, H. G. y col., 1988). 
Desde ese entonces, los descubrimientos en el área se sucedieron sin interrupción, 
reportando nuevas bacteriocinas. 
Los estudios en relación a la producción de sustancias antimicrobianas sintetizadas 
por bacterias lácticas, cobra mayor importancia a rafz del hallazgo de la nisina, polipéptido 
producido por Streptococcus lactis, caracterizada por contener aminoácidos inusuales 
como la lanthionina y (3-methyllanthionina, de peso molecular 3,500 (Jarvis, B. y Farr, J., 
1971 ). 
En Pretoria (Sud Africa), (de Klerk, H.C., 1967) realizaron estudios sobre las 
. . 
propiedades de una bacteriocina producida por Lactobaci/lus fennenti 466, la 
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bacteriocina se obtuvo a partir de cultivos de 12 horas en Caldo Man Rogosa Sharpe 
(MRS) y se purificó por cromatogratra en columna. La bacteriocina en estudio resultó 
siendo soluble en agua, resistente a 960C por 30, minutos, se11sible a la tripsina, 
parcialmente sensible a la pepsina y no fue afectada con la lisozima. Qufmicamente 
lograron demostrar que la sustancia antimicrobiana estaba conformada por carbohidratos 
(4 azucares), proterna (16 aminoácidos) y Upido con pequertas cantidades de hexosamina 
y fósforo. 
En Kiel (Alemania), (Geis, A. y col. , 1983), lograron aislar ｢｡｣ｴｾｲｩｯ｣ｩｮ｡ｳ＠ a partir de 
cultivos de Streptococcus cremoris y Streptococcus lactis, detenninando que la 
máxima producción del principio activo, se daba durante la fase exponencial de 
crecimiento, y se detenfa cuando entraba:·: a la fase estacionaria. Demostraron también 
que· las sustancias eran sensibles a enzimas proteolfticas, resistentes al calor (100°C por 
30 minutos) y a pH 4.5 y 7.0. Las bacteriocinas fueron parcialmente purificadas por 
precipitación con sulfato de amonio a concentraciones saturadas y mostraron un efecto 
inhibitorio muy limitado. La mayorfa de los Streptococcus lactis y unos pocos miembros 
del género Clostridium, Leuconostoc, y Pediococcus fueron inhibidos, más ninguna 
bacteria Grani negativa fue afectada. 
En Wyoming (USA), (Bhunia, A.K. y col. , 1988) aislaron un péptido de acción 
antimicrobiana designado como AcH, a partir del sobrenadante de un cultivo de 16 horas 
de Pediococcus acidilactici H, y fue purificado por cromatograffa de intercambio iónico, 
previamente las proternas fueron precipitadas con sulfato de amonio al 70%. El peso 
molecular fue determinado por SDS-PAGE, resultando un PM de 2, 700 daltons. La 
pediocina AcH fue sensible a las enzimas proteolrticas como tripsina, proteasas IV, XIV, 
K, papafna, quimotripsina y ficina y resultó ser resistente al calor y a solventes orgánicos, 
además su actividad se mantuvo en un amplio rango de pH. La pediocina AcH mostró 
inhibición contra varias bacterias patógenas contaminantes de alimentos incluyendo 
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. Staphy/ococcus _aureus, Clostridium pertringens y Listeria monocytogenes y su 
·acción fue bactericida. 
En Kulmbach · (República Féderal Alemana), (Schillinger, U. ·y LOcke, F.K., 1989) 
aislaron 221 cepas de Lactobac/1/us a partir de carnes Y: productos pámicos. 19 cepas de 
. . 
Lactobacillus sake, 3 cepas de Lactobacillus plantarum y una cepa de Lactobacillus 
curvatus mostraron actividad inhibitoria contra otros lactobacilos. Lactobacillus sake 
Lb706 fue seleccionada por su capacidad de inhibir varias bacterias lácticas y Listeria 
monocytogenes. Su naturaleza proteica, su limitado espectro de inhibición y el modo de-
acción bactericida indicaron que esta sustancia era una bacteriocina a la que designaron 
sakacin A. 
En Mainz (República Federal Alemana), (Rammelsberg, M. y Radler, F., 1990) 
aislaron 79 cepas del género Lactobacillus de plantas y material fermentado. Del total de 
cepas, 12 inhibieron a 3 cepas indicadoras: LactO,baci//us l:f-evis, Pediococcus 
1 
damnosus y Leuconostoc oenos. La actividad antimictobiana de Lactobacillus brevis 
: 1 
837 y Lactobacll/us case/ 880, fue producida por un péptido ､･ｴ･｣ｾ｡｢ｬ･＠ en los caldos de 
1 
cultivo. La bacteriocina brevioin 37 de _Lactobacillus brevis 837, resultó activa contra 
varias bacterias lácticas y Nocardia coralina, mientras que la bacteriocina caseicin 80 de 
Lactobacillus casei 880 inhibió sÓlo una cepa de ｌ｡｣ｴｯ｢｡｣ｩｬｾｵｳ＠ casei. Asimismo 
constataron que la brevicina 37 era estable . a 121 oc, por una hora, mientras que la 
caseicina 80 fUe estable a 60°C; pero ambas bacteriocinas perdieron estabilidad bajo 
condiciones de alcalinidad. 
En Madrid (España), (Sobrino, O.J. y col. 1991 ), demostraron . la actividad 
antjmicrobiana de Lactobacillus $ake 148 aislada de salchichas fermentadas. La 
actividad de la sustancia antimicrobiana era sensible al tratamiento con papafna y 
proteasa XIV, resistente al calor (1 oooc por 1 O minutos) y a refrigeración. Asimismo 
lograron demostrar que inhibfa · él crecimiento solo de las bacterias indicadoras Gram 
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positivas incluyendo Staphy/ococcus aureus, Clostridium perfrlngens y ｌｩｳｴ･ｲｬｾ＠
monocytogenes. 
En Vandoeuvre (Francia), (Mathieu, F. y col., 1993) repo1aron Ｚ ｱｾｦﾡ＠ de 165 cepas 
• - 1 .1 i.l • 
aisladas de Leuconostoc spp, solo una, Leuconosto:c· ｾｾｲｬ＠ tQroldes ssp 
1 ' '11 
mesenteroides FR52, produjo una bacteriocina, ､･ｮｯｭｩｮ｡､ｾ Ｎ＠ Ｚ ｭ･ｓＺ･ｮＧｴｾｲｯｲ［ｩｮ＠ 52. Esta 
' ' '·1 
; ' 1' ¡: 
bacteriocina ejerció un efecto inhibitorio frente a otras cepas de LeucQ,:.ostoc y varias 
• ' ¡1 
. . d 
. '• : 1 
cepas de Enterococcus y Llsterla spp. Asimismo pudieron ｯ｢｡･ｲｶ｡ｲ ﾷ ｱｵｾ＠ la bacteriocina 
: ·: 
mesenterocin 52 no mostró actividad contra Lactococcus ni Lactoba'cii/Üs. Fue también 
• • . 'J 
., 
sensible a una proteasa a pH 7 y mostró una estabilidad relativa a 100°Cpor 15 minutos, 
pero a pH 4.5 tuvo una mayor estabilidad. 
En Sevilla (Espana), Jimenez-Diaz, R. y col. (1993) probarohi la ｾ｣ｴｩｶｩ､｡､＠ antagónica 
' ' ｾ＠ ' 
y sensibilidad de 26 cepas de Lactobac/1/us plantarum ｡ｩｳｬ｡ｧｾ｡＠ de aqeitunas verdes 
" ' 
' 1 fermentadas, usando la prueba de difusión en agar, 4 dé :estas: ｯｾｰ｡ｳ＠ produjeron 
' ' 
compuestos antimicrobianos con un espectro de actividad ｶ｡ｾｩｾｰｾｾＮ＠ ｾｩ･ｮｾ Ｚ ＿＠ L. plantarum 
LPC01 o la cepa que mostró un espectro de inhibición más amplio, ya :que¡ inhibió a 13 de 
las 26 cepas indicadoras, incluyendo a competidores naturales de L. plantarum y 
bacterias relacionadas y no relacionadas taxonómicamente afines. AdE;!más, el compuesto 
· inhibitorio mostró actividad contra Propionibacteriuin sp, C/ostridium tyrobutyricum y 
Enterococcus faeca/is; sin embargo los bacilos contaminantes, las cepas patógenas de 
Listeria monocytogenes y las bacterias Gram negativas no fueron afectadas. La 
sustancia antimicrobiana fue sensible a las enzimas proteolfticas (a quimotripsina, 
tripsina, ficina, pronasa E, proteinasa K, termolisina y subtilopeptidasa A), esta sustancia 
pudo ser clasificada como una bacteriocina, llamada plantaricin S, también fue sensible a 
enzimas glicolfticas y lipolfticas, por lo que se consideró como una glicoproterna. La 
bacteriocina era Termoestable (100°C por 60 minutos) activa en un rango de pH de 3.0 a 
7.0. 
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En Atenas (Grecia) Samelis, J. y col. ＨＱｾＹＴＩ＠ aislaron una cepa denominada. 
Lactobacillus sake 251 a partir de salchichas secas fermentadas. Esta cepa, cultivada 
en caldo MRS liberó un factor antimicrobiano que se diferenciaba de los ácidos orgánicos . 
y el peróxido de hidrógeno. La sustancia era protefna, termoestable (1 oooc por 20 
minutos), e inhibfa a las bacterias lácticas de origen cárnico. Esto sugirió que era una 
bacteriocina de espectro limitado, llamado sakacin B, con un modo de aeción bactericida. 
Su secreción se dio durante la fase logarftmica tardfa y fue estable en un rango de pH de 
2 a 9, sakacin B fue parcialmente precipitada y no se detectaron aminoácidos inusuales. 
Por electroforesis SDS-PAGE se confirmó que era un péptido hidrofóbico, se estimó que 
el peso molecular de sakacin B fue 6.3 KDa. 
En Nagoya (Japón) (Kato, T. y col., 1 994), lograron obtener una sustancia 
antimicrobiana producida por Lactobacillus plantarum NRIC 149 y fue identificada como 
bacteriocina en base a su espectro inhibitorio pequeño, naturaleza proteica y modo de 
acción ﾺ｡Ｙｴｾｲｊｧｩ､｡Ｎ＠ LC! bacteriocina designada como plantªricin-149, fue proc;lucida 
durante la fase logarftmica por la cepa productora y fue más activa a pH 5.0. La masa 
. molecular del plantaricin-149 fue estimada en 2. 2 kDa por SDS-PAGE. 
En Osloveien ·(Noruega) (Axelsson, L. y Holck, A., 1995) están realizando estudios 
genéticos y han logrado demostrar que la producción e inmunidad de la sakacin A están 
asociados con un plásmido de 60 Kb presente en Lactobaci/lus sake Lb706. Hasta 
ahora, dos genes están involucrados en la producción e inmunidad de la sakacin A y han 
sido identificados: El gen estructural sak A y sak B. La sakacin A es una bacteriocina 
antilisteria, pequefía y estable al calor. 
En Lima (Perú) (Quillama, E. y col, 1996), lograron seleccionar por primera vez cepas 
nativas de Lactobacillus productoras de sustancias inhibitorias .asr como cepas silvestres 
de Lactobacillus indicadoras o sensibles a partir de chicha de jora procedente de 
Chalhuanca (Apurimac) e lllimo y Mórrope (Lambayeque). De los resultados obtenidos 
18 
ｾｯ＠ lo, Lactobaclllus plantanxn 1 A, mostró un efecto inhibitorio frente a 3 cepas 
indicadoras taxonómicamente . afines Lactobacillus plantarum 2A, Lactobaci/Jus 
vitu/inus 613 y Lactobacillus buchneri 10. 
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TABLA 1: Caracteñsticas de las bacteriociriás p·rodilcidas por Lactococcus spp. 
Bacteriocina 
Nisina 
Lacticina 481 
Diplococina 
Lactoestrepci nas 
Lactococina A 
Microorganismo productor Espectro inhibición 
L. /actis ssp. /actis Bacterias 
Gram positivas 
L. /acüs ssp. /acfis CNRZ 481 . Bacterias tácticas 
· C/. tyrobutyricum 
L. lacüs ssp. cremoris 346 Lactococcus spp. 
L. lacüs ssp. !actis y cremoris Lactococcus spp. 
Streptococcu,s spp. 
L. helveficus · 
Leuconastoc:spp. 
L. /acüs ssp. lactis y cremoris Lactococcus spp. 
Lactococinas B y M L. lacüs ssp. cremoris 984 No determinado 
· Carac.teris1icas 
3500 Da. Termoestable (100° C, 10 min) 
Resistente a pronasa, tripsina y pepsina y 
sensible a quimottipsina y pancteatina. 
Estable a pH ácido, hasta pH 6.8. 
Determinantes genéticos codificados en 
un transposón conjugativo (70 kb) 
2900 Da. Termoestable (100°C, 60 min) 
Sensible a quimotrjpsina, . pronasa, 
proteinasa K y cuajo. 
Determinantes genéticos transmisibles 
por conjugación 
5300 Da. Termoestable (100°C, 60 min) a 
pH 5.0 sin purificar. Sensible a 
quimotripsina, tripsina, pronasa y pepsina. 
Determinantes· genéticos en plásmido (83 
kb) 
Termoestable {121 oc, 10 min). Estables a 
pH inferior a 5. Sensibles a tripsina, 
pronasa, quimotripsina y lipasas. 
3400 da. Termoestable (1 00°C, 30 min) 
Sensible a tripsina. Determinantes 
genéticos en plásmido 
Determinantes genéticos en p_lásmido (60 
Kb) 
Referencias 
Jarvis y Mahoney (1969) 
Hurst (1981) 
Spelhaug y Harlander (1989) 
Liu y Hansen (1990) 
Horn et al. (1991) 
Gireesh et al. (1992) 
Piard et al. (1990 y 1992) 
Davey (1984) 
Davey y Richardson (1981) 
Kozac et al (1978) 
Scherwitz et al. (1983) 
Hoto et al (1991) 
Van Belkum et al. (1989) 
Van Belkum et al. (1989 y 
1992) 
TABLA 2: Caractertsticas de las bacteriocinas_ producidas por Lactobacillus spp. 
Bacteriocina 
Lactacina B 
Acidofilucina A 
Acidocina 8912 
Lactocinas 27 
Helveticina J 
Microorganismo productor Espectro inhibición 
L. acidophilus N2 
L. acidophilus LAPT1 060 
L. acidophilus TK8912 
L. he/eveticus LP27 
L. helveticus 481 
; . 
Lactobaci/lus spp. 
Lactobaci/lus spp. 
Lactobacil/us spp. 
L. helveticus 
L. acidophi/us 
L. helveticus 
L. bu/garicus 
Helveticina V-1829 L. helveticus V-1829 L. helveticus 
L. bu/garicus 
Lactacina F L. johnsonii VPI11 088 Lactobacillus spp 
E. faecalis 
Características 
ＸｾＰＰ＠ Da. Termoestable ＨＱＲＱ ｾ＠ C. min) 
Resistente a pronasa, y proteinasa K. 
Determinantes. genéticos en cromosoma. 
Termosensible (60°C, 10.min). 
Sensible a tripsina, y actinasa. 
Termoes1able (120°C, 20 min). 
Determinantes genéticos en plásmido 
(15.8 kb) 
Complejo protei'na-lipopolisacárido (12.4 
kDa). 
Termoes1ables (100°C, 60 min). 
Sensible a pronasa y tripsina. 
Determinantes genéticos en cromosoma. 
37000 Da. Termosensible (100°C, 30 min) 
Sensible a pronasa, tripsina y pepsina, 
proteinasa K y subtilisina. 
Determinantes genéticos en cromosoma. 
Termosensible (50°C, 30 min). 
Sensible a proteinasa K, tripsina y 
pro nasa. 
Determinantes genéticos en cromosoma. 
6300 Da. Termoestable (121°C, 15 min). 
Sensible a proteinasa K, tripsina y 
subtilisina. 
Determinantes genéticos en episoma. 
Referencias 
Barefoot y Klaenhammer 
(1983 y 1984) 
Toba et al. (1991) 
Kanantani et al. (1992) 
Upreti y Hinsdill (1973 y 1975) 
Joerger y Klaenhammer (1986 -
y 1990) 
Vaughan et al. (1992) 
Muriana y Klaenhammer 
(1987 y 1991) 
Bacteriocina 
Brevicina 37 
Caseicina 80 
Curvacina A 
Plantaricina A 
Plantarici na S 
Sakacina A 
Sakacina P 
Lactocina S 
TABLA 2 (Continuación): CaracteriSticas de las bacteriocinas producidas por Lactobacillus spp. 
Microorganismo 
productor 
L. brevis 37 
L. casei 880 
L. curva tus L TH117 4 
L. plantarum C-11 
L. plantarum 
L. sake 706 
L. sake L TH673 
L. sake L45 
Espectro 
inhibición 
Pediococos 
Leuconostocs . 
Lacto bacilos 
L. casei 
Lacto bacilos 
Listeria spp. 
E. faecalis 
Bacterias lácticas 
Bacterias lácticas 
Propionibacterium 
Cl. tyrobutyricum 
Lacto bacilos 
Leuconostoc 
Enterococos 
L. monocyfogenes 
Lactobacilos 
L. monocyfogenes 
Lacto bacilos 
Leuconostocs 
Pediococos 
Características 
Tell'l"loesmble (121 o e, 60 min). 
Activa entre pH 2 y 1 O 
Sensible a ｰｲｯｮｾｳ｡＠ E, tripsina y cloroformo. 
4000 Da. Termosensible (60°C, 10 min). 
Estable a pH inferior a 5. 
Sensible a pronasa E, tripsina y pepsina. 
3000-5000 Da. Termoestable (1 00°C, 30 min). 
ｓ･ｮｾｩ｢ｬ･＠ a tripsina y proteinasa K. 
Termoes1ables (1 00°C, 30 min). 
Sensible a protesas. 
Glicoproteina. Termoestable (100°C, 60 min) 
Sensible a proteasas, amilasa y lipasa. 
Determinantes genéticos en plásmido. 
4308 Da. Termoestable ＨＱＰｑｾｃＬ＠ 20 min). 
Sensible a tripsina y pepsina. · 
Determinantes genéticos en plásmido (60 kb) . 
3000-5000 Da. Termoestable (1 00°C, 30 min). 
Sensible a proteinasa K y tripsina. 
Termoesmble (1 00°C, 60 min). 
Sensible a proteasa y tripsina. 
Determinantes genéticos en plásmido (50 kb). 
Referencias 
Rammelsberg y Radler 
(1990) 
Rammelsberg et al. (1990) 
Tichaczek et al. (1992) 
Daeschel et al. (1990) 
Jiménez-Diaz ·et al. (1990) 
Schillinger y lucke (1989) 
Holck et al. (1992) 
Tichazek et al. (1992) 
Mortvedt et al. (1991) 
TABLA 3: Caractertsticas de las bacteriocinas producidas por Leuconostoc spp. 
Bacteriocina Microorganismo productor · Espectro inhibición 
Mesenterocina Y105 L. mesenteroides ssp. 
Mesenteroides 
Leuconocina S L. paramesenteroides OX 
Leucocina A L. gelidum UAL 187 
L. monocytogenes 
Bacterias lácticas 
L. monocytogenes 
S. ;3ureus 
Cl. botulinum 
Bacterias lácticas 
L. monocytogenes 
Caracterfsticas 
3666 Da. Estable (60° C, 120 min) 
Sensible a pronasa, proteinasa K, trípsina 
y quimotripsina. 
Dos glicoproteí nas (2000 y 1 0000 Da) 
Termosensible (60°C, 30 min) 
Sensible a o..-amilasa, quimotripsina, 
tri psi na, pronasa E y proteinasa K 
3900 Da. Estable a 60°C, 30 min. 
Sensible a quimotripsina, tripsina, 
papal na y pepsina. Inactiva a pH > 7. 
Determinantes genéticos en plásmido 
(11.7 kb) 
Referencias 
Héchard et al. (1992) 
Lewus et al. (1992) 
Harding y shaw (1990) 
Hastings et al. (1991) 
Bacterlocina 
Pediocina PA-1 
(= AcH) 
Pediocina A 
TABLA 4: caracterfsticas de 1"-s bacteriocinas producidas por Pediococcus spp. 
Microorganismo productor Espectro Inhibición 
P. acidilacüci Bacterias lácticas 
Propion i bacterias 
Brochotrix spp. 
P. pentosaceus FBB61 
S. aureus 
C/. perfringens 
Cl. botulinum 
L. monocytogenes 
. Bacterias lácticas 
S. aureus 
Clostridium spp. 
L. monocytogenes 
Caracterfsticas 
4500 Da. Termoestable (1 00° C, 60 min) 
Sensible a · pepsina, papaína, 
quimotripsina, tripsina, proteinasa K y 
proteasa. 
Determinantes genéticos en plásmido (9.3 
kb) 
Termoestable (1 00°C, 60 min) 
Sensible a pronasa. 
Determinantes genéticos en plásmido 
(15.7-20.4 kb) 
Referencias 
González y Kunka (1987) 
Bhunia et al. (1988) 
Henderson et al. (1992) 
Nieto-Lozano et al. (1992) 
Daeschel y Kleanhammer 
(1985) 
Graham y McKay (1985) 
TABLA 5: Comparación de la secuencia de aminoácidos enJa región amino-terminal de diferentes precursores de bacteriocinas. El 
asterisco muestra la posición de procesado de las bacteriocinas 
Bacteriocina Precursor Regiór, N-terminal Referencia 
Lactococina A 75 aa 21-MKNOLNFNIVSDEELSEANGG* KLTF Hola et al. (1991) 
Lactococina B 68 aa 21-MKNOLNFNIVS.DEELAEVNGG SLQY Van Belckum et al. (1 992) 
Lactococina M 69 aa 21-MKNOLNFEILSDEELQGINGG IRGT Van Belckum et al. (1 991 a) 
Lactacina F 75 aa 1a-MKOFNYLSHKDLAWVGG RNNW Muriana y Klaenhammer (1991) 
Pediocina PA-1 62 aa 18-MKKIEKL TEKEMANIIGG KYYG Henderson et al. (1 992) 
Leucocina A 61 aa 24-MMNMKPTFSYEOLDNSALEOWGG KYYG Hasting et al. (1991) 
Sakacina A 59 aa . 18-M M MVKELSMTELQTITGG ARSY Holck et al. (1992) 
Slmbolos de los Aminoácidos: 
A= Alanina, B = Asparragina o Acido aspártico, e= ｃｪｳｾｾｾｾ｡＠ •. D ｾ＠ ａ｣ｩＹｾ Ｍ ＿ｾｾ､Ｚｩ＼＿ＹＬ＠ E= Acidq ｧｬｾｴ￡ｭｩ｟ｱｰｌＮ｟ｆ＠ := Ｉｾ･ｮｩｬｾｬ｡ｮｩｮ｡Ｌ＠ G =··Glicina, H = 
Histidina, 1 = lsoleucina, K=· Lisin_a, L = teucina, _ M= Metiof1ina, ·N= ａｳｧｾｲｾｧｩ｟ｮ｡Ｌ＠ P = P_rolina., Q = Glutamiha, R ｾ Ｍ Argfn.lña, S = Serina, T = 
Treonina, V = Valina, W = Triptofano, Y = Tirosina, Z = Glutamina o Acido glutámico 
3. MATERIALES Y METODOS 
3.1. Material Biológico: Cepas bacterianas 
Las cepas de Lactobacillus productoras de sustancias inhibitorias fueron obtenidas 
de la colección de cultivos stock, mantenidos por el Laboratorio de Fisiologfa, Genética y 
Ecologfa Microbiana del Departamento Académico de Microbiologfa y parasitologfa de la 
Facultad de Ciencias Biológicas UNMSM. Las cepas utilizadas durante el ensayo fueron: 
Lactobacillus plantarum 1A, SN, 62, 9, 9A y 128; Lactobacillus fennentum 31; 
Lactobacil/us collinoides 32 y 5 M; Lactobacillus agilis 35; Lactobacillus delbrueckii · 
. . 
58 y Lactobacil/us acidophilus 8N, 91 y 97, todas aisladas de chicha de jora de 3 a 4 
dfas de fermentación procedentes de los lugares de lllimo y Mórrope (Lambayeque) y 
Chalhuanca (Apurimac) por Quillama y Liendo (1996). 
Como cepas indicadoras o sensibles se utilizaron Lactobacillus brevis 1 O, 
ｾ｡｣ｴｯｾ｣ｩｬＯｵｳ＠ vitulinus 11C y ｌｾｴｯ｢｡｣ｩＯＯｹｳ＠ plantarum 12A aisladas de chicha de jora; 
Salmonella typhi ATCC 6539, Escherichia co/i ATCC 11299 de la colección americana 
de cultivos tipo Rockville, MP. EUA; Bacillus cereus, Staphy/ococcus aureus1 ·:· 
Pseudomonas aeruginosa y Listeria monocytogenes, aisladas de aguas y alimentos 
contaminados de la colección del Laboratorio de Fisiologfa, Genética y Ecologfa · 
.Microbiana del Departamento Académico de Microbiologfa y parasitologfa de la Facultad 
de Ciencias Biológicas UNMSM. 
3.2. Condiciones de Cultivo 
Las cepas de Lactobacil/us fueron reactivadas en caldo Man Rogosa Sharpe pH 6.5 
e incubadas en condiciones de microaerofilia a 30°C durante 18 a 24 horas (D.O. = 20-
30). Las cepas patógenas Salmonel/a typhi ATCC 6539, Escherichia co/i ATCC 11299, 
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se reactivaron en caldo Luria pH 
20 
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7, Bacillus cereus y Listeria monocytogenes en caldo cerebro corazón (BHI) pH 7 y se 
incubaron a 37°C durante 24 horas (D.O: = 0.6) (Esquema 1 y 2). 
ＳＮＳｾ＠ Caracterización de las sustancias antimicrobianas producidas por ·cepas de 
Lactobacillus 
Para determinar la naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las 
cepas productoras, se utilizaron los sobrenadantes de los cultivos a una densidad óptica 
de \30 (aproximadamente 18 a 24 horas de incubación) que coincidió con la finalización de · 
la fkse de crecimiento exponencial y los cultivos de las cepas indicadoras a una 0 .0. = 
1 
1 
0.60 (aproximadamente 6 a 8 horas de incubación) (Oisen, A. y Jacobsen, M., 1995; 
Farias, M. E. y col. 1994). 
1 
3.3.1. Efectos de la tripsina, pepsina, catalasa y neutralización con hidróxido de 
sodio 
El sobrenadante de cada cepa productora después de centrifugar a 3,500 rpm por 
30 minutos se filtró en membrana millipore 0.22 IJ, luego fue dividido en 5 fracciones de 4 
mi, siendo: 
A= sobrenadante de la cepa productora (control). 
B ｾ＠ sobrenadante tratado con hidróxido de sodio 2N" para neutralizar el pH. 
C = sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa 
D = sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa y 2 mg/ml de pepsina. 
E = sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa y 2 mg/ml de tripsina. 
El método que se siguió para la detección de los halos de inhibición fue el de 
difusión en pocillo descrito por Barnby-Smith, F. M. y col. (1989) (Esquemas 1 y 2) y 
(Anexos 18 y 19). 
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3.3.2. Sensibilidad a diferentes temperaturas, pH y a solventes orgánicos 
Para conocer la estabilidad de las sustancias inhibitorias producidas por las cepas 
productoras de Lactobaci//us, las pruebas se realizaron en 2 etapas: En la primera, los 
sobrenadantes de cada cepa productora fueron ajustados a pH 3.0, pH 7.0 y pH 10.0 ± 
0.1 y sometidos a diferentes temperaturas 80°C, 900C y 100°C por 20 minutos, seguido 
de un enfriamiento a temperatura ambiental. 
En la segunda etapa, para comprobar si el extracto crudo designado como 
plantaricin ChJPe obtenido por liofilización a partir de un cultivo de la cepa seleccionada 
de Lactobacillus plantarum 5N, mantenían estabilidad, la sustancia en mención, se 
dividió en · 1 O partes de 4 mi, la que fue tratada a diferentes temperaturas y pH 
anteriormente mencionadas, asf como a diferentes concentraciones de solventes 
orgánicos: etanol al 25% y cloroformo al 20 y 25%. 
La determinación de la actividad inhibitoria de las sustancias antimicrobianas 
presente en los sobrenadantes de _{a,s cepas productoras, se realizó por el método de 
difusión en pocillos descrito por Bamby-Smith, F.M. y col. (1989), utilizando como cepa 
indicadora Lactobacillus pJantarum 12A por ser la más sensible. En el segundo caso, se 
utilizó 4 cepas indicadoras Lactobacillus plantarum 12A, Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus y Listeria monocytogenes, igualmente por ser las más susceptibles 
(Esquema 3 y 4). 
3.4. Purificación parcial de la bacteriocina producida por Lactobacillus p/antarum 
5N 
A 300 mi de caldo MRS pH 6.5 se inoculó 18 mi de un cultivo activo de 12 horas, el 
cual fue incubado durante 24 horas a 30°C. El cultivo obtenido se centrifugó- a 3,500 rpm 
por 30 minutos y el sobrenadante fue filtrado por membrana millipore 0.22 ｾ＠ (micras), 
luego se di'(idló en 2 fracciones de 100 mi. (Bhunia, A.K., 1988; Samelis, J. y col. 1994; 
Thompson, J.K. y col. ＱＹｾＶＩ Ｎ＠
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3.4.1. Precipitación con sulfato de amonio 
Para concentrar y purificar parcialmente la bacteriocina sintetizada por la cepa 
productora, se anadió a 1 00 mi del sobrenadante obtenido, sulfato de amonio ＨｎｾＩＲｓＰＴ＠
al 60% de saturación a temperatura ambiente y en constante agitación. Al finalizar el 
proceso, se observó la formación de un material flotante como ｬｾｰｩ､ｯＬ＠ el cual al ser 
centrifugado a 3,500 rpm por 30 minutos se mantuvo. La pelfcula superficial recuperada 
fue dializada con buffer fosfato 0.020 M pH 7, el extracto crudo obtenido fue designado 
como plantaricin ChJPe y luego se preservó a 4°C (fracción 1) (Jimenez-Diaz, R. y col. 
1993; Larsen, A.G. y col. 1993). 
3.4.2. Concentración por liofilización 
Para concentrar la bacteriocina presente en el sobrenF'dante previamente 
procesado, ésta se separó en 4 frascos estériles de 25 mi, los cuales. fueron congelados a 
-40°C por 12 horas y concentrados por liofilización al dfa siguiente por 20 horas en un 
liofilizador Labconco. Al finalizar el proceso, se obtuvo un concentrado ｣ｾ､ｯ＠ de 5 mi en 
cada frasco (Fracción 2). 
3.4.3. Estimación de la concentración de protefnas y determinación de la actividad 
inhibitoria 
Para comprobar si realmente la sustancia añtimicrobiana de la fracción 2 era de 
naturaleza proteica, se estimó la concentración de protefnas de las 2 fracciones (1 y 2) 
obtenidas tanto por precipitación con sulfato de amonio como por concentración por 
liofilización, mediante el método de Bradford (Anexo 4). Una vez determinada la 
concentración de protefnas se procedió a verificar la actividad inhibitoria de ambos 
extractos crudos por el método de difusión en pocillo, utilizando como cepas indicadoras 
Lactobacillus plantarum 12A, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. 
2 3 
3.4.4. Cromatografla en gel de filtración 
Se procedió a aplicar 1 mi del eXtracto crudo (fracción : 2) a una columna de 
1 
' 
Sephadex G-100, seguidamente se recogió 0.5 mi de elufdo ｾｮ＠ ｴｵ｢ｯｾ＠ Eppendorf de 
microcentrffuga y luego se procedió a estimar la actividad ｩｾｨｩ｢ｩｴｯｲｩｾ＠ de todas las 
fracciones. Los elufdos que mostraron actividad inhibitoria fueron guarda.dbs a 4°C. 
' i 
' ' 1 
3.4.5. CaracteriZación de la bacteriocina producida por ｌ｡｣ｴｯ｢｡｣ｾｬＯｵｾ＠ plantarum 5N 
1 
por electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo ､ｯｾ･｣ｩｬ＠ sulfato de 
sodio 
Para la caracterización de la bacteriocina parcialmente purificada¡ (Fracción 2) se 
utilizó los elufdos que dieron mayor actividad inhibitoria. El gel de corrida ·fue preparado a 
partir de una solución stock de acrilamida y NN'bis acrilamida y fue poli.merizado por la 
adición de tetra etil metil etilen diamida (TEMED) y por sulfato de amonio (APS) (Anexos 5 
y 6). 
La muestra conteniendo 0.1 ｾｧＯｾＱ＠ de protefna fue incubada a 65°C por 20 minutos 
--- . ·r -1 
con buffer de muestra (anexo 7) antes de ser aplicado al gel. La corrida electroforética se 
llevó a cabo durante 50 minutos mediante una fuente de poder marca Hoefer, primero por 
5 minutos a 20 miliamperios (mA) y voltaje constante, y luego a máximo de amperaje y 
200voltios por 45 minutos, en un sistema de buffers·(anexo 8) (Laemmli', U.K. 1970). 
El gel para ser coloreado, se trató con solución fijadora por' toda la noche 
utilizando un agitador: automático Hoefer (Anexo 9). La solución fijadora se retiró lavando 
con varios cambios de agua destilada y luego se colocó el gel en la solución de nitrato de 
plata por 1 O minutos en agitación suave (Anexo 1 0). Seguidamente se· lavó el gel con 
agua destilada y las bandas de protefnas fueron visualizadas después de la acción de la 
solución de revelado por 1 O minutos (Anexo 11 ), finalmente se lavó nuevamente con agua 
destilada con varios cambios, eliminando totalmente la solución de revelado (Maniatis, T. 
y col., 1989). 
2 4 
Para determinar el peso molecular de la banda de protefna encontrada, se utilizó 
el siguiente estándar: 
BRL Gibco (Protein Molecular Weight Standars, Low range) 
- Ovoalbúmina 
- Anhidrosa carbónica 
- (3 Lactoglobulina 
- Lisosima 
- lnhibidor de la tripsina bovina 
Insulina 
Dalton 
43,000 
29,000 
18,400 
14,300 
6,200 
2, 300 - 3, 400 
25 
ESQUEMA N°· 1: CARACTERIZACION PARCIAL DE LA NATURALEZA 
DE LAS SUSTANCIAS INHIBITORIAS : PRODUCIDAS 
POR CEPAS DE LACTOBACILLUS AISLADAS DE 
CHICHA DE JORA UTILIZANDO CEPAS INDICADORAS 
DEL MISMO GENERO. (Método de Difusión en Pocillos) 
Cepario 
Reactivación de las cepas 
productOras y sensibles 
A 
Cepas Productoras · 
Sobrenadante de 18 a 24 h 
de incubación obtenido por 
centrifugación a 3500 rpm 
por 30' y filtrado (0.22 IJ) 
Lb. p/antarum 1A, 5N, 62, 9, 9A y 128 
Lb.lermentum 3, 
Lb. col/inoidas 32 y 5M 
Lb. agi/is 35 
Lb. delbruackii 58 
Lb. acidophi/us 8 N, 9, y 97 
ｾ＠
. 
. 
1 
Sobrenadan te 
dividido en 
5 fracciones 
B e D E 
Orificios conteniendo: 
. En A: 200 !JI de sobrenadante (control) . . 
Cepas Sensibles 
Cultivo activo de 
6 a 8 h de incubación 
0 .0. = 0.$-0.6 
® 
Lb. brevis 1 O 
Lb. vitulinus 11 C 
Lb. plantarum 12A 
lnóculo 1 0.1 mi 
® 
© 
@ ® 
20 mi de medio 
MRS agarizado 
al1.5% 
pH 6.5 
® ® 
© 
@ ® 
ｾ＠
En 8: 200 !JI de sobrenadante neutralizado con NaOH 2 N 
En C: 200 ｾＱ＠ de sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa. 
Incubación 30°C/1 hora 
Incubación a JOoC por 
12 h en condiciones 
de m lcroaerofilia 
En 0: 200 ｾＱ＠ de sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa 
y con tripsina 2 mg/ml (Reposo por 1 hora). 
En E: 200 IJI de sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa 
y con pepsina 2 mg/ml (Reposo por 1 hora). 
ESQUEMA N° 2: CARACTERIZACION PARCIAL DE LA NATURALEZA 
DE LAS SUSTANCIAS INHIBITORIAS PRODUCIDAS 
POR CEPAS DE LACTOBACILLUS AISLADAS DE 
CHICHA DE JORA UTILIZANDO CEPAS INDICADORAS 
. PATOGENAS. (Método de Difusión en Pocillos) 
Cepario 
Reactivación de las cepas 
productoras y sensibles 
Cepas Productoras 
Sobrenadante de 18 a 24 h 
de incubación obtenido por 
centrifugación a 3500 rpm 
pór 30' y filtrado (0.22 IJ) 
Lb. plantarum 1A, SN, 6z, 9, 9A y 128 
Lb: fermenlum 3, 
Lb. collinoidas J2 y 5M 
Lb. agi/is 3o 
Lb. daJbruackii 58 
Lb. acidophi/us BN, 9, y 97 
ｾ＠
. 
1 
Sobrenadante 
dividido en 
5 fracciones 
íf! \\ 
ｾ＠ ｾ
ﾷＮﾷ Ｎ＠ ｾﾷﾷ ﾷ＠ ｾ ﾷﾷ ﾷ ﾷ＠ ｾ］ＮＭ Ｎ＠
' • • ... . .• ｾ＠ .• o. . •.• 
. ··. . . . ＮｾＮ＠ .• . 
1 1 1 1 
' 
A B e o E 
Orificios conteniendo: 
En A: 200 ¡JI de sobrenadante (control). 
Cepas Sensibles 
Cultivo activo de 
6 a 8 h de incubación 
0.0. ,; 0.5-0.6 
ｾｳ｣ｨ･ｲｩ｣ｨ｡＠ colí ATCC 6539 ! 
Salmonella typhi ATCC 6539 
Sa/monella enteritidis serotipo newport 
Pseudomonas aeruginosa 
Baci/lus cereus 
Staphylococous aureus 
® 
@ 
lnóculo 1 0.1 mi 
20 mi de medio Q MRS agarizado al1.5% pH 6.5 
·r- \ 
® ® ® 
© © 
® @. ® 
En B: 200 ¡JI de sobrenadante neutralizado con NáOH 2 N Incubación a 30oc 
En C: 200 !JI de sobrenadanta neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa. por 12 h 
Incubación 30"C/1 hora 
En D: 200 !JI de sobrenadante neutralizado y tratado con 1 mg/ml de catalasa 
y con tripsina 2 mg/ml (Reposo por 1 horr.:1), · .. 
· En E: 200 1-11 de sobrenadanté ｮ･ｵｴｲ｡ｬｩｺｾ､ｯ＠ y tratado con 1 mg/ml de catalasa 
y con pepsina 2 mg/ml (Reposo por 1 hora). 
ESQUEMA N° 3: SENSiBILIDAD A DIFERENTES TEMPERATURAS Y 
pH DE LAS SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS 
PRODUCIDAS POR LAS CEPAS DE LACTOBAC/LLUS 
AISLADAS DE CHICHA DE JORA 
ｾ＠ .. Cepario ｾ＠
¡ 
Reactivación de las cepas 
productoras y sensibles 
Cepas Productoras 
Sobrenadante de 18 a 24 h 
de incubación (D.O. ｾ＠ 30) 
obtenido por centrifugación 
a 3500 rpm por 30' 
y filtrado (0.22 1-1} 
ｾ＠
. 
. 
1 
Sobrenadante 
dividido en 
7 fracciones 
{ff!\\\ 
ｾｾ
Ｎ ｾｾｾ Ｍ ｾｾ＠
- ｾ Ｎ＠ ' ｾ＠ ... • .. o - • • • - . •. • , \ 
· .. - · .. - · .. - ... - ·-·- · .. -
... . -·- .•. .·. .•. -· · 
1 1 1 1 1 
A B C D E F G 
Orificios conteniendo: 
En A: 200 !JI de sobrenadante (control). 
En B: 200 1-11 de sobrenadante pH 3.0 
En C: 200 1-11 de sobrenadante pH 7.0 
En D: 200 ¡..il de sobrenadante ·pH 10.0 
En E: 200 IJI de sobrenadante tratado a 80°C/20 min 
En F: 200 1-11 de sobrenadante tratado a 90°C/20 min 
En G: 200 ¡JI de sobrenadante tratado a 1 00°C/20 min 
Cepa Sensible 
Lb. plantarum 12A 
lnóculo 1 0.1 mi 
® © @ 
® 
® ® ® 
20 mi de agar 
MRS pH 6.5 al 
1.5% de agar 
ESQUEMA N° 4: SENSIBILIDAD DE LAS FRACCIONES 1 Y 2 
PRODUCIDA POR LA CEPA DE LACTOBACILLUS 
PLANTARUM 5N .A DIFERENTES TEMPERATURAS, 
pH Y SOLVENTES ORGANICOS 
Cepa río 
Reactivación de las cepas 
productoras y sensibles 
Cepas Productoras 
Sobrenadante de 24 h 
de incubación (D.O.;;:;; 30) 
obtenido por centrifugación 
a 3500 rpm por 30' 
y filtrado (0.22 ¡..¡) 
Fracción 1 Fracción 2 
l 
ｾｾｾｾｾｾ｡ｾｾｾｾｾ＠ ｾ＠
ABCDE FGHI J KL 
Orificios conteni.endo: 
En A: 200 J.JI de sobrenadante (control). 
En B: 200 ¡.JI de sobrenadante tratado a 100°C/30 min 
En C: 200 ｾＱ＠ de sobrenadante tratado a 1 00°C/60 m in 
En D: 200 ｾＱ＠ de sobrenadante pH 3.0 
En E: 200 !JI de sobrenadante pH 7.0 
En F: 200 ｾｾ＠ de sobrenadante pH 10.0 
En G: 200 !JI de sobrenadante tratado a 100°C/30 min pH 3.0 
En H: 200 ¡.¡1 de sobrenadante tratado a 1 00°C/30 m in pH 7 .O 
En 1: 200 ¡.¡1 de sobrenadante tratado a 1 00°C/30 min pH 10.0 
En J: 200 ¡JI de sobrenadante tratado con cloroformo al 10% 
En K: 200 J.d de sobrenadante trataqo con cloroformo al 20% 
En L: 200 ¡.JI de sobrenadante tratado con etan'ol ·al 25°io 
Cepa Sensible 
De 6 a 8 horas de incubación 
(D.O. = 0.5 a 0.6) . 
Listeria monocytogenes 
Bacil/us cereus 
Staphy/ococcus aureus 
Lactobacil/us plantarom 12A 
lnóculo 1 
0.1 mi ,... 
º20 mi de agar Luria, 
l agar BHI y agar MRS · pH 7.0 y 6.5 respectlv. agarizados al 1.5% 
ESQUEMA N° 5: DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO 
DE LACTOBACILLUS PLANTARUM 5N PRODUCTORA 
DE. SUSTANCIAS INHIBITORIAS 
Cepario ｾ＠
Reactivación de la cepa por 
2 pasajes en caldo MRS pH 6.5 
a 30"C cada ·12 hrs. en 
condiciones de microaerofilia 
ｾ＠ 0.03 mi . 
ｾ＠
. 
1 
5 mi de caldo MRS pH 6.5 
Incubación: 30°C 
l 
lectura a 560 nm 
cada 3 hrs/36 hrs 
Turbidez alta 
ｾ､ｩｬｵ｣ｩｯｮ･ｳ｜＠
ｾ＠ ｾ＠
.:.'.' 
... 
1 
. ESQUEMA N° 6: PURIFICAC_ION ｐａｒｃｉａ Ｎ ｾ＠ DE LA BACTERIOCINA 
PRODUCIDA POR LACTOBACILLUS PLANTARUM 5N 
'(FRACCION 1) 
Capa reactivada da 
Lactobaci/lus p/antarum. 5N 
ihóculo de 6 .mi en cada frasco 
de 100 mi de caldo MRS a pH 6.5 
Incubado a 30ac por 18- 24 h 
Centrifugación a 3,500 rpm por 30' y 
filtración por membrana millipore 0.22 IJ 
8 Precipitación en¡ sulfato de amonio al 60% de: saturación y centrifugado a 3,500 Jrpm por 1 hora 
Obtención de la peHcula y 
resuspendida en buffer fosfato pH 7.0 
Dialización de la nata flotante contra 
buffer fosfato pH 7.0 · 
· Purificación por cromatografla en 
gel de filtración Sephadex G-100 
Determinación de la concentración de 
protelna por el método de Bradfor,d 
Determinación de la actividad inhibitoria 
de la bacteriocina parcialmente purificada 
ｾ Ｍ
Estimación del peso molecular por 
electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) 
ESQUEMA N° 7: PURIFICAClON ｐａｾｃｉａｌ＠ DE LA BACTERIOCINA 
PRODUCIDA POR LACTOBACILLUS PLANTARUM 5N 
(FRACCION 2) 
Cepa reactivada de 
Lactobacillus p/antarum SN 
in6culo de 8 mi ·en cada frasco 
de 100 mi de caldo MRS a pH ·6.5 
Incubado a 30oc por 18 - 24 h 
Centrifugación a 3,500 rpm por 30' 'y 
filtración por membrana millipore 0.2;2 1J 
Concentrado por liofilización 
(5 veces concentrado) 
Purificación del producto activo por 
cromatograffa en gel de filtración Sephadex G-100 
Determinación de la concentración de 
protelna por el método de Bradford 
Determinación de la actividad inhlbitoria 
de la bacteriocina parcialmente purificada 
Estimación .del peso molecular por 
electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) 
4. RESULTADOS 
Los resultados obtenidos en la presente investigación son los siguientes: 
4.1. Caracterización de las sustancias antimicrobianas producidas por cepas 
silvestres. de Lactobacillus aisladas de chicha de jora 
De 14 cepas productoras de sustancias inhibitorias seleccionadas, se logró detectar 
mediante pruebas de caracterización 9 cepas sintetizadoras de bacteriocinas: 
Lactobacil/us fennentum 3 1, Lactobacil/us collinoides 3 2, Lactobacil/us agi/is 3s, 
Lactobaci/Jus collinoides 5M, Lactobacillus plantarum 5N, Lactobacil/us plantarum 
62,_ Lactobacil/us acidophi/us 97 y Lactobacillus p/antarum 9A, de las cuáles 3 
mostraron un mayor espectro de actividad inhibitoria: Lactobaci/lus plantarum 5N, 
Lactobacil/us collinoides 32 y Lactobac.illus agi/is 3s, las demás cepas tuvieron un 
comportamiento variado (Tablas 6 y 7). 
4.2. Sensibilidad a diferentes temperaturas y pH de las sustancias antimicrobianas 
producidas por las cepas de Lactobaci//us 
Las sustancias antimicrobianas presentes en Jos sobrenadantes de los cultivos de las 
cepas productoras, al ser tratadas a 80, 90 y 100°C por 20 minutos y a diferentes pH, 
mostraron una estabilidad notable, lo cual fue demostrado, enfrentando tales sustancias 
con la cepa indicadora Lactobacillus plantarum 12A (Tabla 9). 
4.3. Determinación de la actividad inhibitoria de las bacteriocinas sintetizadas por 
cepas de Lactobacil/us 
De las 3 cepas seleccionadas como productoras de bacteriocinas, Lactobacillus 
plantarom 5N, reveló mayor diámetro de halos de inhibición con respecto a 
Lactobaci/lus collinoides 32 y ｾｾｴｯ｢｡｣ｩｬｬｵｳ＠ ;Jgi/is 3s. Asimismo se pudo observar que 
26 
las mejores cepas indicadoras de bacteriocinas fueron 5: Lactobacillus brevis 10, 
Lactobacillus vitulinus 11 e, Lactobacil/us plantarurn 12A, Staphylococcus aureus y 
Listerla monocytogenes (Foto N° 2). 
4.4. ｃ｡ｲ｡｣ｴ･ｲｩｾ｣ｩ￳ｮ＠ de la bacteriocina producida por la cepa seleccionada 
Lactobacil/us plantarum SN 
4.4.1. Determinación de la máxima producción de .la sustancia antimicrobiana. 
Al realizarse la cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum 5N, tanto por 
recuento en placa como por espectrofotometria, se comprobó que la máxima producción 
del producto activo se dio al finalizar la fase exponencial (5 x 1017 UFC/ml, densidad 
óptica= 30) que coincidió aproximadamente entre 18 y 24 horas de crecimiento (Fig. 1 y 
2). 
4.4.2. Determinación de la concentración de proteinas de la sustancia 
antimicrobiana producida por ｾｴｯ｢｡｣ｩｬｬｵｳ＠ plantarum 5N 
La cantidad de proternas registrada en la sustancia antimicrobiana sintetizada por 
Lactobacillus plantarum 5N, fue como sigue: En el producto activo obtenido por 
precipitación con sulfato de amonio se registró por el método de Bradford 287.76 1-Jg/ml de 
protefna (fracción 1 ), en el sobrenadante concentrado por liofilización, se registró 379.22 
¡Jg/ml de proteína (fracción 2) y en el sobrenadante concentrado por liofilización y 
purificado por cromatograffa, se registró 19.71 ｾｧＯｭｬ＠ de proteína (eluídos 26 y 27). (Tabla 
8). 
La comprobación de la actividad inhibitoria de la sustancia antimicrobiana obtenida 
por procedimientos arriba indicados, fue realizado por el método de difusión en pócillo 
(Tabla 12). 
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4.4.3.1 Actividad inhibitoria del sobrenadante concentrado por liofilización (fracción 
1 
' ··2) 
· Los .elufdos obtenidos por crornatograffa en gel de filtración, fueron 50 fracciones, 
' '1 
de la$ cua,es solo aquellas comprendidas entre las fracciones 22 a la 32 mostraron 
1 ' • 
activi<jjad ｩｲｩｾｩ｢ｩｴｯｲｩ｡＠ frente a Staphyloccus aureus. Los mayores tamaños de halos de 
,. 
1 ' 
. o' 
inhibi9\qn ･ｾｾｕｶｩ･ｲｯｮ＠ entre las fracciones 26 y 27 (19 mm) (Fig. N° 3). 
1 ,. .: : 
4.4.4. Sensibilidad de la sustancia antimicrobiana producida por Lactobacillus 
. .. \, 
pl;;mtarum 5N a diferentes temperaturas, pH y solventes orgánicos 
A través de estas pruebas, se pudo comprobar que el producto activo liberado por 
Lactobacil/us plantarum 5N, fue estable (Tablas 1 O y 11 ). 
4.4.5. Estimación del peso molecular por electroforesis 
Mediante pruebas de caracterización realizadas, se pudo comprobar que el 
producto activo sintetizado por Lactobacillus plantarum 5N, denominado plantaricin 
ChJPe era de naturaleza proteica, y el peso molecular revelado por SDS-PAGE, fue o.2 
kDa aproximadamente (Foto No 3). 
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TABLA 6: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobacillus aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas lácticas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Fracciones 
Ensayadas 
Lactobacil/us 
brevis 10 
Lactobacillus 
vitulinus 11 e 
Lactobacil/us 
plantarum 12A 
Lb. Plantarum 1 A 
Lb fermentum 31 
Lb. Collinoides 3z 
A 
B 
e 
o 
E 
A 
B 
e 
o 
E 
A 
B 
e 
o 
E 
** = Diámetro de la zona de-inhibición en mm 
A = Sobrenadante no tratado (Control) 
8 = Sobrenadante neutralizado con NaOH 2N 
C = Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/ml de catalasa 
Tamaño del orificio= 10 mm 
12.0 
12.0 
14.0 
12.0 
12.0 
11 .0 
11 .0 
12.0 
12.0 
11 .0 
11 .0 
12.0 
11 .0 
11 .0 
13.0 
13.0 
13.0 
12.0 
12.0 
12.0 
12.0 
12.0 
14.0 
12.0 
11.0 
O = Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/ml de catalasa y 
2 mg/ml de pepsina 
E = Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/m 1 de cata lasa y 
2 mg/ml de tripsina 
No inhibición 
Continuación ... 
TABLA 6: Naturaleza de las sustancias antlmicrobianas producidas por las cepas de Lactobscil/us.aisladas.de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas lácticas sensibles _ . 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. agilis 35 
Lb. De/brueckii SB 
Lb. Collinoides 5M 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
Lactobaclllus 
brevis 10 
12.0 
11 .0 
11 .0 
12.0 
14.0 
11.0 
11 .0 
CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Lactobacil/us 
vitulinus 11 e 
12.0 
11 .0 
11.0 
12.0 
13.0 
11.0 
11 .0 
Lactobacil/us 
Plantarum 12A 
12.0 
11.0 
11 .0 
12.0 
14.0 
11.0 
11.0 
Continuación ... 
TABLA 6: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de ｌｾ｣ｴｯ｢｡｣ｩｬｬｵｳ＠ aisladas de chicha. de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas láctieas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. Plantarum 5N 
*Lb. Plantarum 62 
Lb. Acidophilus BN 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
B 
e 
o 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
ｌ｡｣ｴｯ｢｡ｾｩｬｬｵｳ＠
brevis 10 
12.0 
12.0 
12.0 
14.0 
12.0 
11.0 
12.0 
CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Lactobacil/us 
vitulinus 11 e 
12.0 
12.0 
12.0 
12.0 
11.0 
11.0 
12.0 
Lactobacillus 
plantarum 12A 
14.0 
12.0 
12.0 
14.0 
11.0 
11 .0 
12.0 
* Lb. plantarum 62, además de mostrar los halos totalmente transparentes, formó un segundo halo opaco de 25 mm de diámetro. 
Continuación ... 
TABLA 6: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobacillus.aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas lácticas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. Acidophilus 91 
Lb. Acidophilus 97 
Lb. Plantarum 92 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
8 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
o 
E 
Lactobac/llus 
brevis 10 
12.0 
12.0 
11.0 
11.0 
12.0 
CEPAS INDICADORAS. O SENSIBCES ** 
Lactobaci/lus 
vitulinus 11C 
13.0 
12.0 
11.0 
11.0 
12.0 
Lactobaeil/us 
plantarum 12A 
13.0 
12.0 
11 .0 
12.0 
12.0 
Continuación ... 
TABLA 6: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobaclllus aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas lácticas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. Plantarum 9A 
Lb. Plantarum 128 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
8 
e 
o 
E 
A 
B 
e 
o 
E 
Lactobacillus 
brevis 10 
12.0 
12.0 
11 .0 
12.0 
CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Lactobaci/lus 
vitul/nus 11C 
14.0 
12.0 
11 .0 
12.0 
Lactobacillus 
plantarum 12A 
12.0 
12.0 
11.0 
12.0 
TABLA 7: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas. por las cepas de Lactobac/Jius.aisladas de chicha de jora y _ 
su efecto inhibitorio contra cepas patógenas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS 
Fracciones Escherichia 
Ensayadas e olí 
ATCC 11229 
Lb. Plantarum 1 A A 20.0 
B -
e -
D 
E 
Lb fermentum 31 A 12.0 
B -
e 
-
D 
E 
Lb. Collinoides 32 A 20.0 
** = 
A = 
8 = 
e = 
B 
e 
D 
E 
Diámetro de la zona de inhibición en mm 
Sobrenadante no tratado (Control) 
-
-
Sobrenadante neutralizado con NaOH 2N 
Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/ml de catalasa 
Salmone/la 
typJ?i 
ATCC6539 
18.0 
-
-
12.0 
-
-
20.0 
-
-
···-
CEPASJNDICADORAS. O SENSIBLES** . 
Ｎ Ｍ Ｍ Ｍ Ｍ Ｍｾ＠ -- ..: 
Sa/monel/a Pseudomonas Bacillus Staphy/oco.ccus 
enteritidls aeruginosa cereus aureus 
serotipo 
.newport 
17.0 ＱＸ ｾ Ｐ＠ 22.0 21.0 
- - -
12.0 
- -
- 12.0 
12.0 12.0 - 12.0 18.0 
- - - 12.0 
- - -
12.0 
18.0 18.0 20.0 16.0 
-
- 11 .0 12.0 
- - 12.0 12.0 
D = Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/ml de catalasa y 
2 mg/ml de pepsina 
E = Sobrenadante neutralizado, más 1 mg/ml de catalasa y 
2 mg/ml de tripsina 
No inhibición 
Continuación ... 
TABLA 7: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobacillus aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas patógenas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS CEPAS INDICADORAS O SENSIBLE$** 
.. 
-- -·. ·- ' . 
Fracciones Escherichia Salmonella Sa/monel/a Pseudomonas Bacil/us Staphylococcus 
Ensayadas coli typhi enteritidis aeruginosa cereus aureus 
ATCC 11229 ATCC6539 serotipo 
newport 
Lb. Agilis 35 A 14.0 14.0 13.0 14.0 13.0 16.0 
B - - - - 12.0 12.0 
e - - - '" 12.0 12.0 
o 
E 
Lb delbrueckii 58 A 13.0 12.0 12.0 12.0 12.0 13.0 
B 
e 
o 
E 
Lb. Collinoides 5M A 18.0 20.0 20.0 22.0 20.0 18.0 
B - - - - - 12.0 
e - - - - - 12.0 
D 
E 
Continuación ... 
TABLA 7: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas. por las cepas_ de Lactobacillus aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas patógenas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Fracciones Escherichia Salmonella Salmonella Pseudomonas Bacillus Staphylococcus 
Ensayadas coli typhi enteritidis aeruginosa cereus aureus 
ATCC 11229 ATCC6539 serotipo 
newport 
Lb. Plantarum 5N A 20.0 20.0 20.0 18.0 18.0 17.0 
S - - - - 12.0 14.0 
e - - - - 12.0 14.0 
o 
E 
Lb plantarum 62 A 20.0 22.0 20.0 20.0 18.0 19.0 
8 - - - - - 12.0 
e - - - - - 12.0' 
D - . 
E 
Lb. Acidophl1us BN A 14.0 12.0 12.0 12.0 13.0 14.0 
B 
e 
D 
E 
Continuación ... 
TABLA 7: Naturaleza de las s1,1stancias antimicrobianas producidas ,por las .cepas .de. Lactobacilli.Js ais.ladª$. de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas patógenas ｳ･ｮｳｩ｢ｬｾｳ＠ . .. ｾＮ ＺＮＮ＠ _··: · .-.. ---·- ... 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. Acidophilus 91 
Lb acidophil/us 9t 
Lb. Plantarum 92 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
A 
B 
e 
D 
E 
Escherichia 
coli 
ATCC 11229 
14.0 
14.0 
14.0 
Salmone/la 
typhi . 
ATCC6539 
14.0 
14.0 
14.0 
CEPAS INDICADQRAS O ｓｅｾｓｉｂｌｅＤ＠ ** 
Salmonella 
enteritidis 
serotipo 
newport 
12.0 
12.0 
13.0 
Pseu.domonas 
aeruginosa 
13.0 
12.0 
ｾ＠
13.0 
.Baci/lus 
cereus 
14.0 
14.0 
14.0 
Staphylococcus 
aureus 
14.0 
15.0 
12.0 
12.0 
15.0 
Continuación ... 
TABLA 7: Naturaleza de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobacillus aisladas de chicha de jora y 
su efecto inhibitorio contra cepas patógenas sensibles 
CEPAS PRODUCTORAS 
Lb. Plantarum 9A 
Lb plantarum 128 
Fracciones 
Ensayadas 
A 
8 
e 
D 
E 
A 
8 
e 
D 
E 
Escherlchia 
coli 
ATCC 11229 
16.0 
14.0 
Salmonella 
typhi 
ATCC6539 
17.0 
14.0 
CEPAS INDICADORAS O SENSIBLES** 
Salmonella Pseudomonas Bacillus Staphylococcus 
enteritidis aeruginosa cereus aureus 
serotipo 
newport 
16.0 
12.0 
18.0 17.0 
13.0 14.0 
18.0 
12.0 
12.0 
15.0 
TABLA 8 Determinación de la concentración de protefnas en el crudo plantaricin 
ChJPe producida por Lactobacillus p/antarum 6N (método de Bradford 
a560 nm) 
CRUDO PLANTARICIN ChJPe CONCENTRACION DE 
PROTEINA 
Sobrenadante precipitado con sulfato de 
amonio al 60% de saturación, dializado 287.76 J.tQ/ml 
ｾｮ＠ ｢ｵｦｦｾｲ＠ fosfato pH 7 .O (fracción 1) 
Sobrenadante concentrado por 379.22 ).1.9/ml 
liofiliza,ción (fracción 2) 
Sobrenadante concentrado por 19.71 J!Qiml 
liofilización y purificado por cromatograffa 
(elufdos 26 y 27) 
TABLA 9: Sensibilidad a diferentes temperaturas y pH de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas de Lactobacillus 
aisladas de chicha de ｪｯｾ＠ de Apurimac y Lambayeque 
Control 
pH3 
pH7 
pH 10 
80°C/20 min. 
90°C/20 min. 
1 00°C/20 m in. 
CEPAS PRODUCTORAS: 
1 A = Lactobaci/lus plantarum 
31 = Lactobacillus fennentum 
32 = Lactobacil/us collinoides 
35 = Lactobacl1/us agilis 
5 M = Lactobacillus colllnoides 
5N = Lactobacil/us plantarum 
62 = Lactobaci//us plantarum 
917 = Lactobacillus acidophilus 
9A = Lactobaci/lus plantarum 
1A 31 
13.0 12.0 
- 12.0 
11 .0 12.0 
- 12.0 
- 12.0 
- 12.0 
- 12.0 
CEPAS PRODUCTORAS 
32 3s SM SN 62 917 9A 
14.0 14.0 12.0 14.0 14.0 14.0 1.20 
14.0 12.0 13.0 14.0 13.0 12.0 12.0 
13.0 12.0 11 .0 12.0 11.0 11.0 11 .0 
12.0 11.0 11.0 12.0 11 .0 11 .0 11 .0 
14.0 12.0 14.0 13.0 12.0 12.0 12.0 
13.0 12.0 12.0 12.0 11 .0 12.0 11 .0 
12.0 12.0 12.0 12.0 11.0 11 .0 11 .0 
CEPA INDICADORA: No inhibición 
12A = Lactobacillus plantarum 
TABLA 10: Sensibilidad de la sustancia ahtlmicróbiana producida por Lactobacl/lus plantatum6N a diferentes temperaturas, pH y 
solventes orgánicos (Fracción 1) 
CEPAS INDICADORAS 
Listeria monocytogenes Baci/lus cereus Staphylococcus aureus Lactobacil/us plantarum 12A 
CONTROL 20mm 15mm 22mm 14mm· 
TEMPERATURA 
100° e /30 min 16mm 14mm 1Bmm 12mm 
100° e /60 min 15mm 14mm 17mm 11 mm 
pH 
3.0 20mm 11 mm 22mm 12mm 
7.0 16mm - 20mm 12mm 
10.0 . 13mm - 14mm 11 mm 
TEMPERATURA+ pH 
100° e /30 min pH 3.0 16mm 11 mm 18mm 12mm 
100° e /30 min pH 7.0 13mm - 13mm 11 mm 
100°e/30min pH10.0 12mm - 12mm 11 mm 
SOLVENTES ORGANieOS 
CLOROFORMO 10% 17mm 17mm 19mm 16mm 
20% 16mm - 18mm 15mm 
ETANOL 25% 14mm 11 mm 17mm 14mm 
TABLA 11 : Sensibilidad de la sustaoc;lª ｡ｮｴｬｭｩ｣ｲｯ｢ｬ｡￱ｾ＠ ｰｲｯ､ｵ｣ｩ､ｾ Ｎ＠ por Laetobacillti$ p/ahtiiilfff5N a ｡ｩｦ･ｲｾｮｴ･Ｄ＠ ｾｭｰ･ｲ｡ｴｵｲ｡ｳ［ ﾷ Ｍ ｰｈｙ＠
solventes orgánicos (Fracción 2) 
CEPAS INDICADORAS 
Listeria monocytogenes Baci/lus cereus Staphylococcus aureus Lactobacil/us plantarum 12A 
CONTROL 22mm 16mm 24mm 15mm 
TEMPERATURA 
100° e 130 min 20mm 15mm 20mm 14mm 
100° e 160 min 19mm 15mm 18mm 11 mm 
pH 
3.0 20mm 12mm 22mm 13mm 
7.0 18mm - 20mm 13mm 
10.0 . 16mm 
-
16mm 11 mm 
TEMPERATURA+ pH 
100° e 130 min pH 3.0 18mm 12mm 18mm 13mm 
100° e 130 min pH 7.0 15mm 
-
15mm 12mm 
100° e 130 min pH 10.0 13mm 
-
12mm 12mm 
SOLVENTES ORGANICOS 
CLOROFORMO 10% 19mm 16mm 21 mm 15mm 
20% 18mm 14mm 20mm 14mm 
ETANOL 25% 17 mrri 12mm 19mm 13mm 
TABLA 12: Determinación de la actividad inhibitoria del producto activo sintetizado 
por Lactobacillus plantarum 5N 
bEPAS INDICADORAS CEPA PRODUCTORA 
Lactobacillus plantarum 5N 
Salmonella tiphy 
Staphylococcus aureus 
Bacillus cereus 
Lactobacillus brevis 1 O 
Laotobacil/us vitulinus 11 C 
Laotobacil/us plantarum 12A 
So 
SpD 
Sol 
So 
SpD 
Sol 
So 
SpD 
SoL 
So 
SpD 
Sol 
So 
SpD 
Sol 
So 
SpD 
Sol 
So = Sobrenadante del cultivo 
15mm 
· 16 rnm 
18rnm 
151tlm 
15mm 
22mm 
16mm 
17mm 
20mm 
12mm 
13mm 
14mm 
12mm 
12mm 
14mm 
13mm 
14mm 
15mm 
SpD = Sobrenadante precipitado con sulfato de amonio al 60% y dializado 
contra buffer fosfato pH 7. 
Sol = Sobrenadante concentrado por liofilización. 
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FIG. No 1: CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA 
PRODUCTORA LACTOBACILLUS PLANTARUM 5N 
(Recuento en placa) 
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FIG. ｾｯ＠ 2: CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PRODUCTORA 
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FIG. No 3: ACTIVIDAD INHIBITORIA D(: LA BACTERIOCINA PLANTARICIN ChJPe 
(FRACCION 2) OBTENIDA POR CORMATOGRAFIA EN GEL DE SEPHADEX G-100 
FRENTE A LA CEPA INDICADORA STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
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Diámetro del producto crudo concentrado 
por liofilización= 28 mm (control positivo) 
W de fracciones eluídas 
41 
Foto N" 1: Inhibición de Sa/monel/a typhi ATCC 6539 por Lactobacil/us ,agi/is 35. ｅｾ［ｾ＠ A= El 
orificio contiene el sobrenadante puro de la cepa (control positivo) . Se observa halo de 
inhibición de 14 mm. 
En B, C, D y E = los orificios contienen los sobrenadantes tratados independientemente 
con NaOH 2 N, catalasa, pepsina y tripsina. No se observa halos de inhibición. 
Foto N" 2: Inhibición de Listeria monocytogenes por Lactobacil/us plantarum 5N y 
Lactobací/Jus collinoídes 32. Los orificios contienen: 
En A= Control negativo. Caldo MRS. No se observa halo de inhibición. 
En B =Control positivo. Sobrenadante puro de la cepa Lactobacil/us p/antarum 5N. 
se observa halo de inhibición de 14 mm. 
En C = Sobrenadante de Lactobacl1/us plantarum 5N precipitado con sulfato de 
amonio al 60% de saturación y dializado. Se observa halo de inhibición de 18 
mm. 
En D = Sobrenadante concentrado por liofilización de la cepa Lactobací/lus 
collinoides 32. Se observa halo de inhibición de 20 mm. 
En E = Sobrenadante concentrado por liofilización dé la cepa Lactobacíl/us p/antarum 
5N. Se observa un halo de inhibición de 22 mm. 
1 1 2 2 
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Foto N° 3: SDS-PAGE. Análisis de la bacteriocina en la fracción 27. 
Líneas: 
1. Estándares 
2. Plantaricin ChJPe 
5. DISCUSION 
De 9 cepas de Lactobacillus identificadas mediante pruebas de caracterización 
como productoras de bacteriocinas, 3 fueron las que mostraron mayor espectro inhibitorio, 
correspondiendo a Lactobacil/us plai;ltarum 5N, Lactobacil/us collinoides 32 y 
' 
Lactobacil/us agilis 35 , siendo LactObacillus plantarum 5N la más estudiada y 
reportada por varios autores como Piart y col. . (1992), Jiménez-Oiaz y col. (1993), Garriga 
1 • 
y col. (1993) y Atrih y col. (1993), coinci,diendo con los resultados del presente trabajo, 
mientras que Lactobacil/us ｣ｯｬＯｩｮｯｩ､･ｾ＠ 32 y Lactobacil/us agi/is 3 5, aun no han sido 
registradas como productoras de sustancbias inhibitorias por otros autores, siendo éste el 
primer reporte en bebidas fermentadas de Perú como la chicha de jora (Tablas 6 y 7). 
1 
Las sustancias antimicrobianas pt.oducidas por cepas de ｌｾｴｯ｢｡｣ｩｬｬｵｳ＠ mostraron 
¡ 
estabilidad a 80°C, 90°C y 100°C por 20 minutos, a pH 3.0, 7.0 y 10.0, sin embargo, 
cuando el pH fue elevado a 10.0, se observó una reducción en el taniaño de las zonas de 
1 
inhibición, lo que estaría indicando una tendencia a perder actividad inhibitoria en pH 
! . 
alcalino. Este mismo comportamiento se pudo comprobar cuando" el sobrenadante de la 
cepa Lactobacillus plantarum 5N fue sometida a la temperatura de 10Ú°C durante 30 y l . 
' 1 • 
60 minutos y pH 3.0, 7.0 y 1 0.0, coincipiendo con los resultados de Strasser y Manca 
1 
(1993), Piva y Headon (1994) y Thomps6n y col. ＨＱＹｾＶＩ＠ (Tablas 10 y 11 ). 
1 
' . 
Con respecto a la sensibilidad frente a enzimas proteolíticas, se pudo observar 
que las sustancias antimicrobianas ptesentes en. los sobrenadantes de las cepas 
1 • 
Lactobacil/us plantarum 5N, Lactobapi/lus collinoides 32 y Lactobaci/lus agilis 35, 
fueron inactivadas por la pepsina y tripsina, es decir perdieron actividad inhibitoria, lo que 
1 
estaría indicando que las sustancias eri estudio eran de naturaleza proteíca, resultados 
1 ! . 
que coinciden con varios investigadores como Jiménez-Diaz y col. (1993), Samelis y col. 
(1994) y Olsen y Jacobsen (1995) . 
29 
Asimismo se pudo comprobar que la bacteriocina producida por Lactobacillus 
plantarum 5N no fue desnaturalizada d,on solventes orgánicos como etanol al 25% y 
cloroformo al1 O y 20%, coincidiendo con !1o reportado por Bhunia y col. (1988), Stn3sser y 
Manca (1993). 
En relación a la concentración y purificación parcial de proternas, se pudo 
' 
1 
demostrar que la proteína activa pres!:mte en el crudo plantaricin ChJPe, precipitó 
1 
óptimamente con sulfato de amonio al 60% de saturación, con formación de un material 
1 
flotante como lípido. Este fenómeno pellT¡litió interpretar que era una sustancia hidrofóbica 
y por tanto difícil de ser obtenida para posteriores estudios. Experiencia que coincidió con 
lo sustentado por Samelis y col. (1994). ¡ 
También se pudo demostrar qu:e la bacteriocina producida por Lactobacil/us 
plantarum 5N ejerció un efecto ｩｮｨｩ｢ｩｴｯｾｩｯ＠ sólo frente a bacterias Gram positivas como 
1 
Lactobacillus brevis 1 O, Lactobacil/uJ plantarum 12A, Lactobacillus vitu/inus 11 C, 
1 
Bacillus cereus, ｓｾｰｨｹＯｯ｣ｯ｣｣ｵｳ＠ ｡ｵｲｾｵｳ＠ y Listeria monocytogenes, en cambio las 
1 
bacterias Gram negativas no fueron afectadas. Siendo las mejores cepas indicadoras, las 
especies taxonómicamente afines, ､ｾｴｯｳ＠ que coinciden con la mayoría de los 
investigadores Tagg y col. (1976), Ramf11elsberg y Radler (1990), Mathieu y col. (1993) y 
Samelis y col. (1994). 
Con respecto a la determinacióm del peso molecular, se pudo observar que la 
bacteriocina de Lactobacillus plahtarum 5N 
1 
1 
era un péptido pequeño de 
aproximadamente 6.2 kDa. Este resultado coincidió con lo reportado por la mayoría de los 
' 1 
estudiosos como Bhunia y col., (1988Y, Jiménz-Diaz y col. (1993) y Thompson y col. 
(1996). 
30 
6. CONCLUSióNES 
- Por primera vez se ha logrado detectar cepas nativas de Lactobacillus productoras 
de bacteriocinas a partir de chicha de jora, correspondiendo el mayor porcentaje a 
Lactobacillus plantarum. 
- De las 9 cepas sintetizadoras de bacteriocinas, la cepa Lactobacil/us plantarum 5N 
fue la que tuvo mayor actividad inhibitoria frente a cepas taxonómicamente afines y 
cepas Gram positivas patógenas contaminantes de alimentos. 
La máxima producción de la bacteriocina sintetizada por Lactobacillus plantarum 
5N, se pudo observar al finalizar la fase exponencial de crecimiento. 
- La sustancia antimicrobiana producida por Lactobacillus plantarum 5N fue estable a 
diferentes temperaturas y pH, asf como a diferentes concentraciones de solventes 
orgánicos, pero fue sensible a la acción de 2 enzimas proteolfticas: pepsina y tripsina, 
lo que estarra revelando que es una sustancia de naturaleza proteica. 
31 
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9. ANEXOS 
Anexo No 1: MEDIOS DE CULTIVO 
1.1. Medio Man Rooosa Sharoe (MRS) 
Composición por litro de agua destilada 
Peptona de caseína 1 O. O g 
Extracto de carne 10.0 g 
Extracto de levadura 5.0 g 
Glucosa 20. O g 
. 
Citrato de amonio 
Acetato de sodio 
MgS04.?H20 
MnS04.4H20 
5.0g 
2.0 g 
5.0g 
0.5 g 
0.2g 
Tween 80 1.0 mi 
Agar agar 18. O g 
pH: 6.5. Autoclavar a 110°C y 10 Lb x 10' 
1.2. Medio Luria 
Composición por litro de agua destilada 
Triptona 10.0 g 
Extracto de levadura 5.0 g 
Cloruro de sodio 5.0g 
Agar agar 18.0 g 
pH: 7.4. ±0.2 Autoclavar a 120°Cy 1'5 Lbx 15' 
1.3. Caldo BHI 
Composición por litro de agua destilada 
Infusión de cerebro 12.5 g 
Infusión de corazón 5.0 g 
Peptona 
Glucosa 
Cloruro de sodio 
10.0g 
2.0g 
5.0g 
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Disodio hidrógeno fosfato 2,5 g 
pH: 7.4. ± 0.2 Autoclavar a 120°C y 15 Lb x 15' 
Anexo No 2: PREPARACION D.E BUFFERS FOSFATO Y CITRATO 
2.1 . Buffer Fosfato (0.05 M pH 7) 
Solucióh stock 
Solución "A"= 0.68 g de fosfato de potasio dibásico (KH2P04) ｾｮ＠ 100 mi de agua 
bidestilada 
Solución "B" = 0.71 g de fosfato de sodio dibásico (Na2HP04) en 100 mi de agua 
bid estilada 
Mezclar 41.3 mi de Sol. A + 58.7 mi de Sol. B. Agitar bien las soluciones antes de 
mezclar. 
2.2. Buffer Citrato (0.05 M, pH 3.0) 
Solución stock 
1 
Solución "A" = 0.96 g de ácido cftrico anhidro en 100 mi de ｡ｧｵｾ＠ bidestilada 
1 
Solución "8" = 7.1 g de fosfato de sodio dibásico (Na2HP04) en:100 mi de agua 
bid estilada 
Mezclar 80.3 mi de Sol. A+ 19.7 mi de Sol. B. Agitar bien las soluciones antes de 
mezclar. 
Anexo No 3: PREPARACION DE SOLUCIONES DE CATALASA, TRIPSINA Y 
PEPSINA 
3.1. Catalasa 
Pesar 4 mg del reactivo de catalasa (Sigma) y diluirlo en 4 mi de sobrenadante del 
cultivo previamente neutralizado con NaOH 2 N. Reposar por 30 minutos a 30°C. 
3.2. Tripsina 
Pesar 50 mg de tripsina (Sigma) y diluir en 1.2 mi de buffer fosfato (0.05 M y pH 
7.0). tomar 0.2 mi de la solución stock y agregarle a 4 mi de sobrenadante del 
cultivo previamente neutralizado con NaOH 2 N y catalasa (1 mg/ml). Reposar por 
60 minutos. 
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3.3. Pepsina 
Pesar 25 mg de pepsina (Sigma) y diluir en 0.6 mi de buffer citrato (0.05 M y pH 
3.0). tomar 0.1 mi de la solución stock y agregarle a 4 mi de sobrenadante del 
cultivo previamente neutralizado con NaOH 2 N y catalasa (1 mg/ml). Reposar por 
60 minutos. 
Anexo No 4: CURVA PATRON DE BRADFORD 
BSA 1 mg/ml 1/10 
Cloruro de sodio 8.75 g/1000 
Colorante BIORAD 250.0 J.ll 
J.LQ/ml BSA (mi) SS (mi) 
1.25 0.25 0.75 
... 
2:20 0.20 0.80 
3.15 0.15 0.85 
4.10 0.10 0.90 
. --- . . -- ---- ·· -
5.80 0.08 0.92 
6.60 0.06 0.94 
7.40 0.04 0.96 
8.20 0.02 0.98 
9.00 0.00 1.00 
. 
Anexo No 5: GEL DE RESOLUCION AL 12% 
5.1 Buffers 1 Cámara (mi) 
. Agua destilada 5.5 
Resotving gel buffer 4.0 
Resolving acrilamida 6.0 
APS (0.020 mg/ml) ·o.25 
TEMED (150 ¡.ti/mi) 0.25 
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5.2 Gel de Emgacamiento 
Stacking gel buffer 
Stacking ｾ｣ｲｩｬ｡ｭｩ､｡＠
APS (1/10) 
TEMED (1/5) 
Anexo No 6: BUFFERS DEL GEL 
6. 1 Solución de Acrilamida 
Acrilamida 
Bis acrilamida 
Agua destilada 
Buffer de Resolución 
Tris 
Aéido clorhfdrico 
Agua destilada 
pH 9.18 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
40.0g 
1.0 g 
100.0 mi 
205.6 g 
15.0ml 
1000.0 mi 
6.2 Solución de Empacamiento de Acrilamida 
Acrilamida 
Bis acrilamida 
Agua destilada 
6.3 Buffer de Empacamiento 
Tris 
Agua destilada 
Acido sulfúrico 2 M 
pH 6.14 
Anexo No 7: TRACKING OYE 
7.1 . Azul de bromofenol 
3.0 g 
0.3 g 
25.0ml 
2.62g 
100.0 mi 
5.0ml 
50.0mg 
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Glicerol 
Tris 0.5 M 
Agua destilada 
7.2 Buffer de Muestra 
sos (10%) 
Tracking Oye 
DTT2.5 M 
Anexo No 8: BUFFER DE CORRIDA 
8.1. Upper Buffer 
Acido bórico 
Tris 
ｓｑｾ ｟ ＨＱＰＥＩ＠ .. 
Agua destilada 
pH 8.64 
8.2. LoWer Buffer 
Tris 
Agua destilada 
Dilución (1 :4) 
B.O mi 
1.0ml 
1.0 mi 
1.0 mi 
1.0 mi 
0.5ml 
2.47g 
4.92g 
1.0 g 
1000.0 mi 
205.6 g 
1000.0 mi 
Anexo No 9: COLORACION DE NITRATO DE PLATA 
9.1 . Solución Fijadora 
M etanol 
Acido acético 
Agua destilada 
25.0ml 
10.0ml 
65.0ml 
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Anexo 'No 1 O: SOLUCION DE COLORACION 
a) Hidróxido de sodio 
Agua destilada 
b) hidróxido de amonio 
solución (a) 
e) Nitrato de plata 
Agua destilada 
Anexo No 11: SOLUCION DE REVELADO 
Acido crtrico 
Formaldehido 
Agua destilada 
0.09g 
25.0ml 
1.4 mi 
21 .0ml 
0.776 g 
2.0ml 
0.012 g 
0.12ml 
250.0ml 
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